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Uber die Funktion des Magnesiums 
beim enzymatischen Kohlenhydratabbau. 
Von 
H. von Euler, RK. Nilsson und E. Auhagen. 
Mit 7 Figuren im Text 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm). 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1931.) 


Schon im Jahre 1869 machte Adolf Mayer?) die Beob- 
achtung, daB das Mg einen notwendigen Faktor im Stoffwechsel 
der Hefe darstellt. DaB es auch als Aktivator beim enzymatischen 
Kohlenhydratabbau in vitro unentbehrlich ist, wurde erst in 
neuester Zeit von Lohmann?) in einer kurzen Notiz mitgeteilt. 
In der Zwischenzeit hatte Erdtman*%) den Nachweis erbracht, 
daB die Wirkung der Phosphatase durch Zugabe von Mg stark 
gesteigert werden kann. 

DaB die Beteiligung des Magnesiums an der Girung sich so 
lange der Aufmerksamkeit hat entziehen k6nnen, ist darauf 
zurickzufiihren, daB Mg ziemlich fest an die Hefe gebunden ist, 
so daB z. B. eine gewohnliche Trockenunterhefe, die durch mehr- 
faches Auswaschen mit Wasser von der Co-Zymase vollig befreit 
worden ist (Apo-Zymase, Neuberg), noch Mg in genigender 
Menge enthalt. Zur Beseitigung des Magnesiums ist ein be- 
sonderes Extraktionsverfahren erforderlich, und Lohmann emp- 
fiehlt Auswaschungen mit n/10-KH,PO,-Losung, eine Methode, 
die sich auch bei der hiesigen T'rockenunterhefe gut bewahrt hat. 

Das Ziel unserer Arbeit war, zunichst diejenige Reaktions- 
phase des Kohlenhydratabbaues aufzufinden, in welche das 
Magnesium unmittelbar eingreift. Besonders schien uns dabei 
die Vermutung einer Priifung wert, daB die aktivierende Wirkung 


1) Mayer, Untersuchungen iiber die alkoholische Garung, den Stoff- 
bedarf und den Stoffwechsel der Hefepflanze. Heidelberg 1869. 

*) Lohmann, Naturw. 19, 180 (1931). 

3) Erdtman, Diese Z. 177, 211 und 238 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC. ] 
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des Magnesiums in engster Beziehung steht zu der spezifischen 
Aktivierung der Phosphate durch Mg. Sehr naheliegend und fiir 
die Deutung des ganzen Fragenkomplexes sehr erleichternd wire 
schon von vornherein die Deutung, da sowohl Phosphorsiiure- 
abspaltung als Synthese (Hexosemonophosphorsiurebildung) durch 
ein und dasselbe Enzym vermittelt wird, bei dem Mg als Akti- 
vator wirkt. 

Als zweites Hauptproblem ist die Frage zu betrachten: In 
welcher Form und wie wirkt das Mg, oder mit anderen Worten, 
wie ist das Mg-haltige reaktionsvermittelnde Molekul konstituiert ? 
Die bisherigen Versuche geben nur wenig Anhaltspunkte zur Ent- 
scheidung dieser Frage. In diesem Zusammenhang ist es aber 
von Interesse, daB die Wirkung von zugesetztem Mg anscheinend 
momentan einsetzt. 

Unsere Erfahrung beschraénkt sich bis jetzt ausschlieBlich auf 
Trockenunterhefe. Die Methodik war kurz folgende: Die Be- 
seitigung des Magnesiums erfolgte stets durch mehrfaches Aus- 
schiitteln der Hefe mit n/10-KH,PO,-Losung. Zum Schlu8 wurde 
mit Wasser ausgewaschen. Als Co-Ferment haben wir immer 
hochgereinigte, Mg-freie Co-Zymasepriparate benutzt, die wir 
Herrn Dozenten K. Myrbéck verdanken. Die Versuche wurden, 
wo nicht anders bemerkt wird, immer bei 30° angestellt. Die 
Reaktionsmischungen wurden mechanisch  geschittelt. Die 
Girungskohlensiure wurde in iiblicher Weise im Schiittelthermo- 
staten bestimmt. Methylenblaureduktion nach Thunberg-Ahl- 
vren. Acetaldehydbestimmung nach Ripper. Phosphorsaure- 
bestimmung nach KEmbden. Mg-Bestimmung nach Hahn und 
Kkolthoff. Versuche mit PreBsiften stechen noch aus. 


Die Beteiligung des Mg bei der Vergarung von Glucose, 
Fructose und Rohrzucker. 

Fig. 1 gibt den Einflu& von verschiedenen Mg-Konzentra- 
tionen auf die Vergirung der Glucose wieder. Die Konzentration 
ist angegeben als Molaritét in der Reaktionsmischung. 

Versuchsanordnung: 2 g Mg-frei gemachte Hefe (= etwa 5 ccm) + 1 g 


Glucose 5 cem Puffer!) + 1 cem hexosediphosphorsaures Natrium?) + 1 cem 


Co-Zymase (2,5 mg, 200 Co). 


1) Puffer immer 10°/,ige Phosphatlésung pq = 6,4. 

*) Das hier benutzte hexosediphosphorsaure Na war aus dem reinen 
Ca-Salz durch Umsetzung mit Natriumoxalat dargestellt. Die Lésung ent- 
hielt pro 1 cem 71 mg Natriumsalz. 
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Uber die Funktion des Magnesiums usw. 3 


Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 cem dieser Hefe- 
suspension. 

Ohne Mg bleibt die Garung vollig aus. Auch nach lingeren 
Zeiten (20 Stunden) findet in den Reaktionsmischungen ohne 
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Mg-Zusatz keine Girung statt. Die Regeneration der Girkraft 
durch Mg-Zusatz erfolgt, wie es scheint, momentan. Das Optimum 
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Fig. 2. Kurven ohne Mg gestrichelt. 


der Géarungsgeschwindigkeit liegt zwischen den Mg-Konzentra- 
tionen 10-3 und 10-1. Die zugegebene Mg-Menge betrigt in der 
Probe mit der stirksten Girung rund 0,5 mg. Die nach Mg-Zusatz 
erhaltene Girung zeigt einen normalen Verlauf. 
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In Fig. 2 ist die Beteiligung des Mg bei der Vergirung der drei 
Zucker, Glucose, Fructose und Rohrzucker, veranschaulicht. 

Versuchsanordnung: 4 g Mg-frei gemachte Hefe + 10 ccm Puffer + 2 ccm 
hexosediphosphorsaures Na + 2 ccm Co-Zymaselésung (etwa 400 Co). 

Die Zuckerlésungen enthalten 2 g Zucker in 10 cem Wasser geldést. 

Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 cem Hefesuspension 

-0,5 cem Zuckerlésung. In den Reaktionsmischungen mit Mg betragt die 
awe Konzentration von MgCl, 10~°. 

Wie bei der Glucosevergaérung ist auch bei der Vergirung von 
Fructose und von Rohrzucker Mg als notwendiger Aktivator 
beteiligt. Die Fructose gibt auch ohne Zusatz von Mg eine schwache 
Girung, was vielleicht auf eine kleine Verunreinigung des Fruc- 
tosepriparates mit Mg zuriickzufiihren ist. 


Garkraft und analytisch nachweisbarer Mg-Gehalt 
verschiedener Hefepraparate. 


Die eben beschriebenen Versuche iiber die Regeneration des 
Giérungsvermogens der ,,Mg-freien’’ Hefe durch Mg-Zusatz wurden 
bei einigen Hefepriparaten durch Mg-Analysen erganzt. Die 
Analysen sind von Frl. Dagmar Runehjelm ausgefithrt, welcher 
wir fiir diesen Beitrag zu unserer Arbeit herzlich danken. 


Tabelle 1 











cem CO, max./1 Stunde 
— mg Mg in lg 1 g —e 
Hefepraparat Hefepraparat : 

Olan Mg 10-2 mol. Windia 
Trockenhefe I ...... .}1,8 1,8 4 
Normale Apo-Zymase. . . 0,9 1,0 56 74 
Teilwe ‘ise ,,Mg- freie“‘A po- Zymase 0,10 0,09 7 21 
,,Mg-freie“s Apo-Zymase (Aus 
Trockenhefe I dargestellt) . . 0,003 0 36 





Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB das Erléschen des Gar- 
vermégens mit einem Herabsinken des Mg-Gehaltes der Hefe 
parallel liuft. Der Mg-Gehalt der gewéhnlichen Trockenhefe 
sowie der normalen Apo-Zymase 1iBt sich gut vereinigen mit der bei 
der Mg-freien Apo-Zymase gefundenen optimalen Mg-Konzentration 
von etwa 10-* mol. (Auf 1 g Apo-Zymase etwa 2,4mg Mg.) Der 
Mg-Gehalt der ,,Mg-freien“* Apo-Zymase entspricht in der Reaktions- 
mischung nicht mehr als 10-5 mol.-MgCl,, also eine Mg-Konzentra- 
tion, wo noch keine Garung stattfindet. Der Mg-Gehalt der tei!- 
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weilse ausgewaschenen Apo-Zymase schlieBlich entspricht in der 
Reaktionsmischung etwa 1074 mol.-MgCl,, was mit dem _ Giir- 
vermogen dieser Apo-Zymase ohne Mg-Zusatz gut vereinbar ist. 


Beziehungen zwischen Magnesium und Co-Zymase. 

Bei eimer gewoéhnlichen Apo-Zymase (dieselbe Apo-Zymase- 
deren Mg-Gehalt in Tab. 1 angegeben wurde) wurde bei ver- 
schiedenen Co-Zymasekonzentrationen der EinfluB von zugesetztem 
Magnesium studiert (Fig. 3). 
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Fig..3 


Versuchsanordnung: Die Hefesuspension enthalt pro 1 ccm 0,2 g Apo- 
Zymase + 0,1 g Glucose + 0,5 cem Puffer + 0,1 com Candiolinnatrium. Zu 
jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm) 1 ccm Hefesuspension. Es 
wurden zwei Versuchsreihen mit zwei verschiedenen Co-Zymasemengen 
(0,05 baw. 0,3 cem Co-Zymase zu jeder Probe) angestellt. In der Figur sind 
die Versuche mit der kleineren Co-Zymasemenge durch gestrichelte Kurven 
wiedergegeben. 

Bei der kleineren Co-Zymasemenge konnte eine aktivierende 
Wirkung des Magnesiums nicht festgestellt werden. Bei der 
groBeren Co-Zymasemenge wurde dagegen durch Zugabe von 
Mg eine, wenn auch nicht sehr ausgeprigte Aktivierung erhalten. 

Um diese Verhiltnisse quantitativ zu erfassen, haben wir 
bel zwei verschiedenen Co-Zymasekonzentrationen, einer zur 
maximalen Gérung nicht hinreichenden und einer wberschiissigen, 
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den aktivierenden Einflu®B verschiedener Magnesiummengen auf 
die Géirung einer Mg-freien Apozymase untersucht. 


Versuchsanordnung: 
Hefesuspension: 5 g Mg-freie Hefe + 8 ccm Puffer. 
Mischung I: lg Glucose + 1 ecem Candiolinnatrium +- 3 cem Puffer -+- 
2 ccm Co-Zymase (etwa 380 Co). 
g Glucose + 1ecem  Candiolinnatrium + 3cem_ Puffer: 
»2 ccm Co-Zymase (38 Co) + 1,8 ccm H,O. 

Zu jeder Gairungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm) 1 ccm Hefesuspension 
und 0,6-cem Mischung. Mit 0,4 cem wurden die Proben auf verschiedenen 
Mg-Gehalt gebracht, und zwar die Proben mit Mischung I auf die Molaritat 
0,15, 0,35, 0,5, 0,7, 1,0, 2,0 und 4,0-10~*; die mit Mischung II auf 0,15, 0,25, 
0,35, 0,5, 0,7, 1,0 und 2,5- 107-2, 


Mischung IIT: 
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Fig. 4. 


Trigt man die maximale Girgeschwindigkeit in Kubik- 
zentimeter CO, als Funktion des negativen Logarithmus der 
Mg-Molaritiit auf, so erhalt man die Kurven der Fig. 4. 

Das Verhiltnis der Girungsgeschwindigkeiten bei maximaler 
Mg-Aktivierung ist 10:3,5. Man kann dieses experimentelle Er- 
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gebnis so deuten, daB dieser Quotient das Verhiltnis der in beiden 
Versuchsreihen tatsichlich wirksamen Co-Zymasemengen darstellt. 
Es ist nun bemerkenswert, da auch die beiden fiir die zwei ver- 
schiedenen Co-Zymasekonzentrationen optimalen Mg-I<onzentra- 
tionen im selben Verhiltnis, namlich 2,0-10-7:0,7-10-* = 2,86 
stehen. Somit stehen in diesem Gebiet die Girungsgeschwindig- 
keiten bei optimaler Mg-Aktivierung anscheinend im gleichen Ver- 
haltnis wie die zu dieser optimalen Aktivierung erforderlichen 
absoluten Mg-Mengen. 

In einem begrenzten Gebiet konnte die Giirungsgeschwindig- 
keit, 3,4 cem/St., die bei gréBerer Co-Zymasemenge durch die 
Mg-Konzentration 0,0015 erreicht wird, auch bei der 3mal kleineren 
Co-Zymasemenge eintreten, wenn man die Mg-honzentration auf 
das 3fache steigert. 


Die Beteiligung des Mg bei der Phosphorylierung der Glucose. 


Unter Phosphorylierung wird im nachstehenden die Abnahme 
der mittels der Embdenschen Methode bestimmbaren Phosphor- 
siure verstanden. Eventuelle Bildung oder Zerfall leicht spaltbarer 
Phosphorséureverbindungen kommt hierbei nicht zum Vorschein. 

Der EinfluB von zugesetztem Mg wurde bei einer Mg-freien 
und bei emer von Mg nicht vollstindig befreiten Apo-Zymase 
studiert. 

Versuchsanordnung: 

Hefesuspension: 7 g Mg-frei gemachte Hefe + 18 ccm Puffer. 
3g Glucose + 3 ccm Candiolinnatrium + 3 cem Co-Zymase 
(600 Co). 

Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 12 cem): 6 ccm Hefe- 

suspension + 2 ccm Mischung. 


Mischung: 


Magnesiumkonzentration: 0 bzw- 0,01.-MgCl, 


Tabelle la. 














der Fig. 5 ersichtlich. 




















Der Verlauf der Phosphoryherung 














Glucosevergirung in 2 ccm Reaktionsmischung. ccm CQ,. 
Stunden 0,25 | 0,50 | 0,75 | 1,00 | 1,25 | 1,50 | 2,00 
Ohne Mg .... 0,0 0,0 0.0 0,0 0.0 0,0 0,0 
10~? mol.-MgCl, . 0,4 1,3 2,8 4,5 5,8 7,0 8,9 


mit und ohne Mg ist aus 
(Die Zahlen beziehen sich auf 0,167 cem 
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Reaktionsmischung.) Die Mitwirkung des Mg bei der Phosphory- 
lierung tritt klar zutage. Fir die beobachtete, sehr kleine Phos- 
phorylierung, die ohne Mg-Zusatz stattfindet, laBt sich bisher 
keine Deutung finden. 
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Bei der nicht vollstaéndig von Mg befreiten Hefe findet ohne 
Mg-Zusatz eine der GarungsgréBe etwa entsprechende Phosphory- 
lierung statt, die allerdings durch Mg stark aktiviert wird. 
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Fig.6. Kurven ohne Mg-Zusatz gestrichelt. 
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Versuchsanordnung: 


Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 10 ccm): 0,5 g Apo-Zymase 
+ 0,5 g Glucose + 2,5 cem Puffer + 0,5 cem Co-Zymase (100 Co) + 0,5 eem 
hexosediphosphorsaures Na. 

Der Versuch ist in Fig. 6 veranschaulicht. Die Kurven beziehen sich 
auf 2ccm Reaktionsmischung. Die Mg-Konzentration ist in Molaritét von 
MgCl, in der Reaktionsmischung angegeben. 

Es konnte also gezeigt werden, daB Mg bei der Phosphory- 
herung nicht nur eine Rolle spielt, sondern als notwendiger Akti- 
vator beteiligt ist; ohne Mg tritt die Phosphoryherung nur héchstens 
in ganz geringem Grad ein, vermutlich tiberhaupt nicht. Ob es 
dabei schon an der (intermediiren) Hexosemonophosphorsaure- 
bildung mitwirkt oder erst bei der weiteren Umsetzung der 
Hexosemonophosphorséure eingreift, ist eine prinzipiell sehr 
wichtige Frage, die noch zu entscheiden bleibt. Sie experimentell 
anzugreifen, ist schwierig, weil sich ja die Bildung der Hexose- 
monophosphorsiure aus Glucose nicht als abgetrennte Reaktion 
untersuchen Jit. Wir sind auf indirektem Wege dem Problem 
nihergetreten, indem wir bei der Mg-freien Apozymase und bei 
der fluoridvergifteten Hefe die Oxydoreduktion vergleichend unter- 
sucht haben. Dieser Mg-Effekt auf die Phosphorylierung war 
der Ausgangspunkt fiir die Versuche von Klussmann und Ryd- 
bom wber die rachitogene Wirkung gré8erer Mg-Zusiitze zur 
Me Collum-Diat von Ratten. 


Die Reduktion von Methylenblau und von Acetaldehyd. 

Die Verhialtnisse, die bei der Reduktion hinsichtlich der 
eventuellen Mitwirkung des Mg vorliegen, scheinen schwer durch- 
sichtig zu sein. Zuniachst konnte festgestellt werden, daB auch 
ohne Mg eine gewisse Reduktion von sowohl Methylenblau als von 
Acetaldehyd stattfindet. 

6 g Mg-frei gemachte Hefe (= etwa 15 ccm) + 4 ccm Co-Zymase 
(10 mg, 800 Co) + 17 cem H,0. 

Mischung: 2 g Glucose + 8 ccm Puffer + 2 ccm hexosediphosphorsaures 
Na. Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm) 1 ccm Hefesuspension 
-+- 0,5 cem Mischung. 

Tabelle 2. 


Glucosevergarung. ccm CQ,. 





Stunden Ohne Mg 10-7 mol.-MgCl, 
0,5 02 0,2 17 1,9 
1,0 0,2 0,2 49 5] 

2.0 04 0,4 7,1 7,3 
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Die Methylenblaureduktion wurde in Reaktionsmischungen 
derselben Zusammensetzung, unter Zugabe von 0,5 cem Mb 
(1:2000), studiert. 

Tabelle 3. 


Mb-Reduktion 20°. 





Molare Konzentration Entfarbungszeit 
von MgCl, (Minuten) 
() 15 16 
is 4,5 5,0 





Wie ersichtlich, findet auch in der (nichtgiirenden) Reaktions- 
mischung ohne Mg eine Reduktion des Methylenblaus statt, die 
aber durch Zugabe von MgCl, deutlich aktiviert wird. 

Bei spiiteren Wiederholungen haben wir, wie z. B. folgender 
Versuch zeigt, iihnliche Ergebnisse erhalten. 


! 


4 ¢ Mg-frei gemachte Hefe + 10 ccm Puffer + 2 g Glucose + 2 ecm 


i 


hexosediphosphorsaures Na + 2 cem Co-Zymase (etwa 400°Co). 


Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm) 1 cem Hefesuspension. 


Tabelle 4. 


Glucosevergiérung. ccm CQg. 











Stunden Ohne Mg 10-* mol.-MgCl, 
0,25 01 0,1 0,7 0,7 
0,75 O01 O,1 3,4 Bye 
150 O01 0,1 68 6,8 


Die Methylenblaureduktion wurde in denselben Reaktionsmischungen 
unter Zugabe von 0,5 cem Mb (1: 2000) untersucht. 


Tabelle 5. 


Mb-Reduktion 20. 





Molare Konzentration Entfarbungszeit 
von MgCl, (Minuten) 
0) | 7,9 7,75 
10-2 | 40 4,25 


In einer Reaktionsmischung ohne Mg _ versechwindet zu- 
gegebener Acetaldehyd. Zusatz von Mg hat in diesem Falle wenig 
KinfluB. 














Uber die Funktion des Magnesiums usw. 1] 


Versuchsanordnung: 

5g Mg-frei gemachte Hefe + 12,5 ccm Puffer + 5 ccm H,0O. 

Mischung: 3g Glucose + 3 ccm hexosediphosphorsaures Na -+- 3 ccm 
Co-Zymase (etwa 600 Co) + 4 cem H,O. 

Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 12 ccm): 6 ccm Hefe- 
suspension ~+- 2 ccm Mischung + 1 ecem 2°/,ige Acetaldehydlésung. 

Sowohl Garung als Acetaldehydabnahme wurde in 2 ccm Reaktions- 
mischung bestimmt. 

' r , aa : 

Aus Tab. 7 ist ersichtlich, daB die Hefe ohne Mg-Zusatz 

nicht girfahig ist. 


Tabelle 6. 


Acetaldehydbestimmung. 0,0741 n-Jodlésung. 





Ohne Magnesium 0,01 mol.-MgCl, 
Minuten | 
ccm mg Acetaldehyd- ecm mg Acetaldehyd- 

Jodverbrauch verbrauch Jodverbrauch verbrauch 

0 270 2,70 aa ae 250 267 oe ial 
45 1,78 178 | 150) 1,50 1,71 1,69 1,29 1,60 
120 132 135 | 225 220 137 «141 1.84 2.05 

| 








Tabelle 7. 


Glucosevergarung. ccm COQ,. 





Stunden Ohne Mg 0,01-mol. MgCl, 
0.5 0,0 0,05 29 285 
1,0 00 O,1 4,75 5,05 
2,0 Ol 0,15 5,85 6,7 
3,0 0.2 0,3 6,6 7.65 








Bei der vollstindig Mg-freien Apozymase haben wir bei 
wiederholten Nachpriifungen immer dasselbe Resultat verzeichnen 
kénnen. Ein ziemlich abweichendes Ergebnis wurde dagegen bei 
einer nicht vollstandig Mg-freien Apozymase erhalten. 


Versuchsanordnung: 

Mischung: 1g Glucose + 5cem Puffer + 3ccm Cozymase (7,5 mg, 
600 Co) + 2 cem hexosediphosphorsaures Na + 3 ccm 2°/,ige Acetaldehyd- 
lésung + 1 cem H,0. 

Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 10 ccm): 1 g Apozymase 
+ 7ecem Mischung. 

Sowohl Garung als Acetaldehydbestimmung wurde in 2 ccm Reaktions- 
mischung ausgefiihrt. 
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Tabelle 8. 


Glucosevergarung. ccm COQ,. 




















Stunden 0,25 | 0,50 | 0,75 said 1,83 
Ohne Mg ...] 0,8 ,! 2,8 | 3,8 | 6,4 
10~*-mol. MgCl, | 3,5 6,0 | 6,7 | 7,2 | 8,7 


Tabelle 9. 
Acetaldehydbestimmung. 0,0741 n-Jodlésung. 








Ohne Mg 10~? mol.-MgCl, 
maneaton ccm mg Acetaldehyd- ccm mg Acetaldehyd- 
Jodverbrauch verbrauch Jodverbrauch verbrauch 
0 2.52 - 2,52 ~— 
30 1,28 2,02 2,06 0,75 
60 1.65 1,42 2,61 | —0,15 








Dieses Resultat erinnert offensichtlich sehr an die Verhiit- 
nisse, die bei der Fluoridvergiftung auftreten. 


Uber die Natur der Fluoridvergiftung. 


Die fluoridvergiftete Hefe erinnert insofern an die Mg-freie 
Hefe, als in beiden Fallen bei vollstandig gehemmter Garung die 
Oxydoreduktionserscheinung noch auftritt. Hine vergleichende 
Untersuchung der Mg-freien und der fluoridvergifteten Hefe 
scheint uns fiir das weitere Studium sowohl der Rolle des Mg als 
der interessanten Verhiltnisse bei der Fluoridvergiftung*) ge- 
elgnet zu sein. 

Wegen der Schwerldslichkeit von MgF, wire die Moglichkeit 
in Betracht zu ziehen, daB die Fluoridvergiftung auf einer Be- 
seitigung von Mg beruht. Wire dies der Fall, so ware zu erwarten, 
daB die Girfihigkeit der fluoridvergifteten Hefe durch Zugabe von 
Me regeneriert wird. Sowohl bei friiher gemachten Versuchen!) 
als auch bei einer jetzt angestellten Nachpriifung wurde. aber 
durch Zusatz von Mg keine Regeneration der Garfaihigkeit er- 
halten. 

Versuchsanordnung: Es wurde zuerst die NaF-Konzentration 
aufgesucht, wo die Garung eben vollstaéndig gehemmt wird. Bei 


1) R. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 10A, Nr. 7 (1930). 





| 
i 
| 
: 


| 
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dieser Nal’-Konzentration (10-* mol.) wurde zu den Giirungs- 
proben nachtraglich (nach 0,75 Stunden) MgCl, bis zu einer End- 
konzentration von 10-7 bzw. 5:10-? und 10-1! mol. gegeben. In 
keinem Falle wurde eine Girung beobachtet. 

Bei Fortsetzung unserer Arbeit haben wir die Beobachtung 
gemacht, daB MgF, stark girungshemmend wirkt. 

Tab. 10 gibt zwei Gairungsproben mit gewOhnlicher Trockenhefe mit und 
ohne MgF, wieder. 


Tabelle 10. 


Glucosevergarung. cem CQ,. 
£ 2 2 














Stunden 0,25 0,50 1,25 
Ohne MgF, . . 1,6 4,3 12,3 
Mit MgF,. . . 0,2 0,4 0,8 


Die Garung wird fast vollstaéndig unterdriickt. ') 


Diese Beobachtung scheint uns einen wesentlichen Beitrag 
zur Beurteilung der Fluoridvergiftung zu geben. Hs ist hierdurch 
klar, daB bei der Fluoridvergiftung nicht das Magnesium, sondern 
ein anderer, bisher nicht erkannter Faktor in irgendeiner Weise 
auBer Wirksamkeit gesetzt wird. 

Beziiglich der Art dieses Faktors sind wir noch vollig im un- 
klaren. Zur Aufklérung scheinen uns aber folgende Feststelluugen 
von Bedeutung. 

Wenn es sich um einen anorganischen Aktivator handelt, so 
miBte er auch wahrscheinlich in Hefekochsaft vorhanden sein. 
Wir haben nach Fluoridvergiftung versucht, durch Zugabe von 
Hefekochsaft das Girungsvermégen zu regenerieren. 


Versuchsanordnung: 

Hefesuspension: 2 g gew6éhnliche Trockenhefe + 5 ccm Puffer + 5 cem 
0,04 mol.-NaF-Lésung. 

Mischung: 1 g Glucose +- 1 ccm Candiolinnatrium + 4 ccm H,0. 

Zu jeder Gairungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 ccm Hefesuspension 
-+ 0,5 cem Mischung. 

2 Proben mit Hefekochsaft und 2 Proben ohne Hefekochsaft. (Ein- 
gedampfter Hefekochsaft, etwa 20°/, Trockengewicht.) 


1) Nach Effront, Bull. Soc. Chim. [3] 5, 731 (1891), kann Hefe an 
Fluorid angepaBt werden und wird dann von NaF beschleunigt. 
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Nach 8 Stunden hat sich in keiner Probe mehr als 0,2 eem 
CO, gebildet. Durch Zugabe von Hefekochsaft wurde also die 
Fluoridwirkung nicht aufgehoben. 

Zu der Frage, wie die Fluoridinaktivierung zustande kommt, 
ist die zuerst von Lipmann?) nachgewiesene Reversibilitaét der 
Fluoridhemmung von Interesse. Lipmann = zeigte, daB eine 
fluoridvergiftete Trockenhefe nach Auswaschen mit Wasser durch 
Zusatz von Hefekochsaft wieder girfihig gemacht wurde. Wir 
haben den Lipmannschen Versuch wiederholt, wobei zur Aktivie- 
rung teils Kochsaft, teils gereimigte Co-Zymase + Mg _ benutzt 
wurde. 

Versuchsanordnung: 

2¢ Trockenhefe wurden 15 Minuten mit 100 ccm einer 0,01 n-NaF- 
Loésung dann mehrfach mit Wasser geschiittelt. Die abzentrifugierte Hefe 
wurde mit 1g Glucose + leem Candiolinnatrium + 5ccem Puffer suspendiert. 

Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm) 1 ccm Hefesuspension. 


Tabelle 11. 


Glucosevergirung. ccm CQ,. 














Ohne Mg 10-* mol.-MgCl, 
Stunden 0,2 cem 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 ccm 

Kochsaft*) Co-Zymase") Kochsaft Co-Zymase 
0,25 0,9 0,9 10 1,1 1,1 1,1 a 1,9 
0,50 2,4 2,5 2,8 2,9 3,2 3,2 4,4 4,8 
0.75 55 5,6 49 5,0 6.6 65 7,1 7,5 
1,00 8,1 8,2 6,4 65 9,1 8,9 8,4 8,6 
1,25 9,9 9,9 7,7 37,8 10,4 10,1 9,0 9,2 
1.50 110 = =11,0 84 83 11,3 11,1 9,6 9,8 
2,00 125 12,5 94 94 12,6 12,5 10,9 11,2 











Die Aktivierung erfolgt mit Kochsaft und mit gereinigter 
Co-Zymase im Prinzip gleich. Bemerkenswert ist, daB die Aktivie- 
rung mit gereinigter Co-Zymase auch ohne Zugabe von Mg statt- 
findet und daB also durch die Flucridvorbehandlung das Mg nicht 
beseitigt worden ist. 

In einem besonderen Versuch wurde festgestellt, daB bei der 
zur Vorbehandlung benutzten NaF-Konzentration die Gérungs- 
hemmung vollstindig war. 


') Lipmann, Biochem. Z. 196, 3 (1928). 
2) Derselbe Kochsaft wie im vorigen Versuch. Der Kochsaft ist reich an 


Co-Zymase. 
5) Entsprechend etwa 40 Co. 








W 


H 


( 


Su 
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Wir gehen jetzt zur Beschreibung der Acetaldelhydredu ktions- 
versuche tiber. Die Acetaldehyvdreduktion in einer nicht Mg freien 
Hefe wird durch NaF bei gleichzeitiger Hemmung der Girung 
stark aktiviert. Die Reduktion, die in der Mg-freien Hefe statt- 
findet, wird dagegen durch Nak gehemmt. Dieses auffallende 
Verhaltnis haben wir weiter studiert, indem wir den EinfluB von 
NaF teils bei einer gewOhnlichen Trockenhefe und teils bei der 
aus derselben Trockenhefe dargestellten Mg-freien Apo-Zymase 
untersucht haben. 


Versuchsanordnung: 

Hefesuspension: 4 g Trockenunterhefe -+- 10 cem Puffer -+- 10 ccm H,0. 

Mischung: 1,5 g Glucose -++ 1,5 ccm hexosediphosphorsaures Na ++ 3,5 ccm 
HO. 

Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 12 ccm): 6 ccm Hefe- 
suspension + 2 ccm Mischung ++ 1 cem 2°/,ige Acetaldehydlésung. 

Sowohl Girungskohlenséure als Acetaldehyd wurde in 2 ccm Reaktions- 
mischung bestimmt. 


Tabelle 12. 


Glucosevergirung. ccm CQ,. 


























Stunden 0,25 050 | 0,75 1,00 1,50 2.60 3,00 
Ohne NaF. . . 4.4 6,8 -- 8,7 10,5 11,5 12,9 
5:10-2 mol.-NaF] 0,0 0.0 — 0.0 0,0 0.0 0,0 


Tabelle 12a. 
Acetaldehydbestimmung. 0,0741 n-Jodlésung. 











Ohne NaF 5-10~-? mol.-NaF 
nn ccm mg Acetaldehyd- eem mg Acetaldehy d 
Jodverbrauch verbrauch Jodverbrauch verbrauch 
0 2,90 — 2,92 — 
45 3,04 — 0,23 0,64 3,72 
120 2,65 0,41 0,55 3.86 








Wie ersichtlich, wird in diesem Falle bei gehemmter Gérung 
die Acetaldehydreduktion sehr stark aktiviert. 

Der entsprechende Versuch mit der Mg-freien Apo-Zymase 
wurde folgendermafBen angestellt. 


Hefesuspension: 5 g Mg-freie Apo-Zymase +- 12,5 ccm Puffer + 5 ccm 
H,0. 

Mischung: 3g Glucose + 3ccm hexosediphosphorsaures Na -}- 3 ccm 
Co-Zymase (600 Co) + 4 ccm H,0. 

Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 12 ccm): 6 ccm Hefe- 
suspension + 2 ccm Mischung + 1 cem 2°/,ige Acetaldehydlésung. 
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Garung und Acetaldehydbestimmung in 2 ccm Reaktionsmischung. 





Sowohl in Abwesenheit wie in Gegenwart von NaF wurde innerhalb 2 Stunden 
nicht mehr als 0,1 ccm CO, gebildet. 


Tabelle 13. 


Acetaldehydbestimmung. 


0,0741 n-Jodlésung. 





Ohne NaF 5:10-2 mol.-NaF 
manaton ecm mg Acetaldehyd- ccm mg Acetaldehyd- 
Jodverbrauch | verbrauch Jodverbrauch verbrauch 
0 2.82 _ 2.77 _ 
45 2.06 1,24 2.32 0,73 
120 1,6 1,99 1,97 1,30 








Wie ersichtlich, wird die Acetaldehydreduktion durch NaF 
etwas gehemmt. Bemerkenswert ist, daB die Mg-freie Apo-Zymase 
ohne Nak’ Acetaldehyd stiérker reduziert als die Trockenhefe. 

Mit derselben Hefesuspension wurde der KinfluB von Mg in 
Abwesenheit und in Gegenwart von Nal’ studiert. 

Xeaktionsmischungen wie im vorigen Versuch. NaF wurde zuletzt zu- 


gegeben. 
Garung und Acetaldehydbestimmung in 2 ccm Reaktionsmischung. 


Tabelle 14. 


Glucosevergirung. ccm CQ,. 














Stunden 0,25 0,50 0,75 

10-* mol.-MgCl, 1,0 2,3 3,4 
10-2 mol.-MgCl, 

-+-5-10~2 mol.-NaF 0, 0,1 0,1 


Nach Zusatz von Mg kommt die 
Durch Nak wird sie total gehemmt. 


Tabelle 14a. 


Acetaldehydbestimmung. 0,0741 n-Jodlésung. 


Girung wieder in Gang. 





~2 ' 10~? mol.-MgCl, 
lita -+- 5-10-? mol.-NaF 
Minuten 7 “ AL TD 
ecm mg Acetaldehyd- ccm mg Acetaldehyd- 
Jodverbrauch — verbrauch Jodverbrauch verbrauch 
0) 2,82 — 2,82 — 

45 1,94 1,43 1,29 2.49 
130 1,75 1,74 1,05 2.88 











Aw 


\- 


rd- 





Uber die Funktion des Magnesiums usw. 7 
g / 


In Gegenwart von Mg ruft NaF eine deutliche Aktivierung 
hervor. Es sieht demnach aus, als ob bei dieser Aktivierung 
sowohl Mg als F beteiligt ist. Wie schon erwiihnt, wird durch 
MeF, die Giarung unterdriickt. Bei der Mg-freien Apo-Zymase 
haben wir jetzt den Einflu8 von MgF, auf Girung und Acet- 
aldehydreduktion untersucht. 


~ 


Hefesuspension: 5 g Mg-freie Hefe +- 12 ccm Puffer. 
Zusammensetzung der Reaktionsmischung wie im vorigen Versuch. 
Garung und Acetaldehydbestimmung in 2 ccm Reaktionsmischung. 


Tabelle 15. 


Glucosevergirung. ccm COs. 





Stunden Ohne Zusatz |37,2 mg MgF,]| 10~? mol.-MgCl, 
0),25 0,1 0,1 1,d 
0,50 0,1 0,2 3,4 
0,75 0.1 0,4 4,9 
1,00 0,1 0,5 6,0 
1,75 0,2 0.9 7.6 











Ohne Mg-Zusatz keine Garung. MgF, ruft eine minimale Garung hervor. 
> 5 Bis g 


Tabelle 16. 


Acetaldehydbestimmung. 0,0741 n Jodlésung. 





Ohne Zusatz 37,2 mg MgF, 10-? mol.-MgCl, 


ecm Jod- ms eem Jod- ma |cem Jod- fire 
| CH,CHO- | ~ CH,CHO- CH,CHO- 
verbrauch Verbrauch | Verbrauch VYerbrauch|Verbrauch Verbrauch 


Minuten 


3,00 | vn 











) 2,95 — 2,98 sr | 
5 1,97 1,60 1,55 2,33 1,97 1,68 
135 1,53 2,32 1,54 2,35 152 | 2,41 


Eine Aktivierung nach Zugabe von MgF, ist unverkennbar. 
Sie ist aber bei weitem nicht so ausgepriigt wie die nach Fluorid- 
vergiftung in der Trockenhefe erhaltene und auch bedeutend 
kleiner als diejenige Aktivierung, die durch Nal’ in einer Mg-frei- 
gemachten Apo-Zymase, mit Mg versetzt, hervorgerufen wird. 
Im folgenden haben wir den Einflu®B von Mg und F auf die 
durch MgF, hervorgerufene Aktivierung untersucht. 
Hefesuspension: 7 g Mg-freie Apo-Zymase + 18 ccm Puffer. 
Zusammensetzung der Reaktionsmischung wie vorher, Garung und 
Acetaldehydbestimmung in 2 ccm Reaktionsmischung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC. “ 
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Tabelle 17. 


Glucosevergairung. com CQg. 





Ohne | 10-2-mol. | 28 ee 37,2 mg oi ig 10-2 
Std. | Zusatz | MgCl MgCl, + | MeF, |e": + _Imol.-NaF 
ot i b\"2 137,2 mg MgF, ~ © 2 110-*mol.-NaF aie 
25 0,2 7 0.3 O15 O15 O15 
O50 0,2 3.4 0.6 0,2 O15 O15 
0,75 0.2 5.1 0,9 0.3 O15 O15 
29 04 7.8 1,7 0,6 O,15 O15 
225 0.4 10.4 2°75 12 0.15 O15 




















Tabelle 18. 


Acetaldehydbestimmung. 0,074] n-Jodlésung. 








10~-? mol 1g mol.- 37,2 mg tit: eee 10~* mol 
mt MgCl, + ita +- 10~* mol.- si 

‘ = 2 : ’ , o ‘a Yr % 

MgCl 37,2 mg MgF, MgF, NaF Nak 
5 2 ie a fo | ra 
ElISS SeIes BLIVs SPSIesliZsles BE 
SISZISOZISZIOSIS#ICOZISZi/Qe18 2198 
pim EI OBIS] SIR SI] SIR S| Sims 
STIOPIASBIOBRISBBIOBILSEEIOBRLES IOS 
o © o1o © elo? Cee 21 o S 
ial ad 0 > a of he - a - oD o - oe 

_ o _ = — 

— _ _ {ml _ 

0] 309 | — 3,09 | — 290 | — 286 | — 3,03 | — 
45 | 2,19 | 1,47 | 1,67 | 2,32 | 1,52 | 2,25 | 2,06 | 1,30 | 2,07 | 1,57 
90 | 1,67 2,32 | 1,58 | 2,46 | 1,37 | 2,50 | 1,49 | 2.93 | 1,47 254 

















Auch bei emer gewodhnlichen Trockenhefe haben wir die 
Wirkung von MgF,, Mg und F auf die Acetaldehydreaktion 
veprift und sind dabei zu iihnlichen Ergebnissen gelangt wie bet 
der magnesiumfreien Apo-Zymase. 


Versuchsanordnung : 

Hefesuspension: 8 g Trockenunterhefe + 20 cem H,O + 20 ccm Puffer. 

Mischung: 4 g Glucose + 4 ccm Candiolinnatrium + 9,33 cem H,0O. 

Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 12 ccm): 6 ccm Hefe- 
suspension -++- 2 ccm Mischung ++ 1 ecm 2°/,ige Acetaldehydlésung. 

Sowoh! Garungskohlenséure wie Acetaldehyd wurden in 2 ccm Reaktions- 
mischung bestimmt (s. Tabellen 19 und 20). 


Ks zeigt sich also auch bei der Trockenhefe, daB Magnesium- 
fluorid auf die Acetaldehydreduktion einen aktivierenden Einfluf 
ausibt. Wenn er nicht so stark ist wie der des Natriumfluorids, 
so haingt das vielleicht damit zusammen, da8 in Gegenwart von 
Magnesiumfluorid eine deutliche, wenn auch kleine Girung statt- 
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Glucosevergirung. 


Tabelle 19. 


cem CQg. 





Stunden 


Ohne Zusatz 
Mit 0,01 mol.-MgCl, . 
Mit 37,2 mg MgF, . 
Mit 0,05 mol.-NaF . 
Mit 0,01 mol.-MgCl, 
+ 37,2mg MgF,. 
Mit 0,05 mol.-NaF + 
37,2 mg MgF, . 


Acetaldehydbestimmung. 


0.25 


0.1 





0,50 





O.75 
7,05 8.45 
74 8.6 
0.55 0,75 
0.1 Q,1 
0,8 1,2 
0.1 0,1 





Tabelle 20. 


0,0741 n-Jodlésung. 


1,00 1.50 
O35 10.8 
96 11.2 
0.9 1.4 
0.1 O15 
15 oa 
O.1 0.] 


























Ohne Zusatz 0,01 mol.-MgCl, 37,2 mg MgF, 
Minuten | cem Jod- ™8 Acet- cem Jod- ™8 Acet- cem Jod- ™8 Acet- 
aldehyd- aldehyd- aldehyd- 
verbrauch verbrauch _ verbrauch _ 
verbrauch verbrauch verbrauch 
0 284 |  — 289 | — 256 |  — 
45 2.95 ~ 0,20 256 | 0,54 1,12 2.35 
90 2,58 | (),42 266 | 0,38 lll | 2,36 
0.05 mol..NaF 0,01 mol.-MgCl, 0,05 mol.-NaF 
. si a 4 - ri] | Qn ‘ 
er + 37,2mg MgF, | -+ 37,2 mg MgF, 
Minuten |~ | ; 
a « Aref. Aref. 
cem Jod- ™® ai eem Jod- ™8 Acet cem Jod-| mg Acet 
aldehyd- aldehyd- | aldehyd- 
verbrauch verbrauch verbrauch | _ 
verbrauch verbrauch verbrauch 
0 aa 2.81 aie 2,74 — 
45 0,58 3,35 1,25 2,04 O51 3,63 
00 0,45 3,76 1,24 2 56 0,46 3,72 








findet. Es tritt dabei wohl eine sekundiire Aldehydbildung auf, 
die die Ergebnisse verschileiert. 

Diese Annahme wird gestiitzt durch eimige Beobachtungen, 
die wir gemacht haben. Vergleicht man niimlich die Reduktions- 
kraft von Trockenhefe und magnesiumfreier Apo-Zymase, so zeigt 
‘ich, daB das Reduktionsvermégen der nichtgiirenden Apo-Zymase 
wesentlich gréBer ist als das der girenden Hefe, bei der unter 
Umstanden sogar eine Aldehydzunahme beobachtet werden kann. 


> * 
_ 
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Ferner haben wir bisweilen festgestellt, daB das Reduktions- 
vermogen der magnesiumfreigemachten Apo-Zymase durch Mag- 
nesiumzusatz gehemmt werden kann, und zwar gerade bei der 
Konzentration, bei der die Girung wieder in Gang kommt. Als 
Beispiel sei folgender Versuch angefilrt : 


20 ccm Puffer. 


Hefesuspension: 8 g magnesiumfreie Hefe -++- 
- 7 eem Candiolinnatrium 


Mischung: 5 g Glucose + 5 cem Co-Zymase 
5eccem H,0O. 

Zu jeder Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 12 ccm): 6 ccm Hefe- 
Mischung + 1 ecm 2°/,ige Acetaldehydlésung + 3 cem 


suspension 2 com 


Magnesiumloésung. 












































Tabelle 21. 
Glucosevergirung. ccm CQ,. 
Magnesiummolaritat 
Stunden | 
0,0 3,33° 10~® 10-4 3,00° 10-4 10-3 10-2 
(),25 O15 0,1 0,2 0,2 0,4 1.8 
O50 O15 0,1 0.25 0.3 0.8 3,4 
0.75 0,2 0,15 0,3 0,45 | 1,35 4,9 
1,00 | | 1,95 6,3 
1,25 0,2 0,25 04 0,7 | 24 7,6 
1.50 2,85 | 8,4 
1,75 0,25 0,25 0,5 095 | 33 | 915 
Tabelle 22. 
Acetaldehydbestimmung. 0,0905 n-Jodlésung. 
Magnesiummolaritat 
0,0 3,33° 10-5 10-4 
Minuten : bieeeien 
CH,CHO- | CH,CHO- CH,CHO- 
em J — cm J | cm J | : 
Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
D 2,35 — 2,34 — 2,40 | —- , 
45 141 1,87 46 1,75 136 | 207 
O1) 1,13 2.43 13 2.41 111 257 
Magnesiummolaritit 
3,33° 10-4 10-8 10-* 
Minuten |—-—— a 
‘H,CHO- CH,CHO- CH,CHO- , 
ecm J CH, nO ecm J 7a wee ecm J a , 
Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
) 2.38) 2,36 a 2,35 = 
45 1.33 2.038 1,59 1,53 2,04 0,62 
W) Lie 2,43 1,49 Lis 1,55 1,59 
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Sowohl Garungskohlensaure wie Acetaldehyd wurden in 2 ccm Reaktions- 
mischung bestimmt. 


‘ 


Es scheint also, daB bei girender Hefe das wahre Reduktions- 
vermégen durch die Aldehydbestimmung nicht erfaBt wird. Erst 
wenn man die Girung verhindert, erhilt man Zahlen, die muit- 
einander vergleichbar sind. 

Auf Grund der bisher angestellten Reduktionsversuche libt 
sich keineswegs die Frage beantworten, wie das Me bei der Reduk- 
tion fungiert. Die Tatsache, daB die Fluoridaktivierung an die 
Gegenwart von Mg gekniipft zu sein scheint, wire aber mit der 
Deutung im Einklang, daB Mg dabei die Bildung einer intermediiren 
Hexosemonophosphorsiure oder emes anderen Zwischenprodukts 
aus der Glucose aktiviert. Réatselhaft ist dabei noch, daB auch 
ohne Mg eine Reduktion zustande kommt. Ob diese Reduktion 
ohne Mg durch die Reduktion erklirt werden kann, die ohne Zu- 
gabe von Glucose durch die Hexosediphosphorsiure allein hervor- 
| cerufen wird, laBt sich noch nicht entscheiden. 





In diesem Zusammenhang ist jedoch bemerkenswert, da 
auch fiir die Vergirung von Hexosediphosphat Magnesium un- 
entbehrlich ist. 

Versuchsanordnung : Die Hefesuspension enthalt pro 1 cem 0 2 g Apo- 
zymase (Mg-frei) und 0,5 cem Puffer. Zu jeder Girprobe (Gesamtvol. 2 ccm) 
1 ccm Hefesuspension + 0,1 cem Co-zymase +- 0,8 cem Candiolin-Na (7 °/y ig). 























f 
Tabelle 22b. 
Garung. cem COQO,. 
Stunden 0,50 0,75 1,00 1,75 2 50 
ohne Mg 0,05 0,05 0,1 O15 (),2 
10~2 mol.-MgCl, 0,35 0,45 0,55 0,8 1,0 
4 
| In einem Parallelversuch wurde festgestellt, daB die Hefe 
vihrend der Versuchsdauer keine Selbstgiirung in Gegenwart 
von Mg zeigte. 
Weitere Versuche sind hier sehr wiinschenswert. 


Anorganische Aktivatoren bei der Garung. 
Die Garkraft der Mg-freien Apo-Zymase ist trotz Reaktivierung 
mit MgCl, meistens im Vergleich zu der der Trockenhefe ziemlich 
stark herabgesetzt. Wir haben untersucht, ob dafiir Anhalts- 
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punkte erhalten werden kénnen, daB bei der Girung auBer Mg 
noch andere anorganische Aktivatoren beteiligt sind. 

Bei emem Vergleich der Gaérungsaktivierung durch steigende 
Mengen von Hefekochsaft einerseits und gereinigter Co-Zymase 
andererseits zeigte es sich, daB in beiden Fiillen dieselbe maximale 
Girgeschwindigkeit erreicht wurde. Jedoch trat unter Verwendung 
von Kochsaft der Kmickpunkt viel spiter ein (s. Fig. 7). DaB 
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diese Veriinderung des Garverlaufs den im MHefekochsaft vor- 
handenen anorganischen Stoffen zuzuschreiben ist, geht daraus 
hervor, da auch ein (neutralisierter) HCl-Auszug aus dem ver- 
aschten Kochsaft ahnlich wirkt. Nun enthilt aber der Hefekochsaft 
reichlich Phosphat, und in der Tat leB sich bei der fortgesetzten 
Arbeit nachweisen, daB das etwas verschiedenartige Verhalten bei 
Aktivierung mit Kochsaft und mit gereinigter Co-Zymase aller 
Wahrscheinlichkeit nach nur auf dem Phosphatgehalt des Koch- 
saftes beruht. Um den Phosphateffekt auszuschalten, wurde im 
foleenden Versuch statt Hefekochsaft ein Kochsaft aus einer 


gewOhnlichen, stark aktiven Apo-Zymase benutzt. 
9 


Versuchsanordnung: Der Kochsaft wurde durch Aufkochen von 2 v 
Apo-Zymase mit 10 ccm Wasser dargestellt. Die nach Zentrifugieren klare 
Lésung wurde zu dem Versuch benutzt. 





mee 
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Hefesuspension: 1 g Mg-freie Apo-Zymase + 1 g Glucose -+- 5 cem Puffer 
-- 1 ecm hexosediphosphorsaures Na + 1 cem 0,2-mol. MgCl,. 

Zu jeder Probe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 ccm Hefesuspension -- 0,5 cem 
Co-Zymase (160 Co, 1,87 mg). 


Tabelle 23. 


Glucosevergirung. cem COs. 





Stunden Ohne Zusatz 0.5 ecm Kochsaft 


0,25 0.3 0,3 0.4 0.4 
0,50 3) 1,1 1,2 1,1 
0.75 2,9 2.9 3.0 3.0 
1,00 52 He Ba §.2 
1,25 6,8 6,8 6.8 6,8 
1.50 12 7,2 7,2 Y pr - 
2,00 7,7 7.7 rey ‘taf 
3,40 8.9 8,9 9.0 9.0 








Ei aus gewohnlicher Apo-Zymase dargestellter Kochsaft 
aktiviert also nicht die Giirung mit Mg-freier Apo-Zymase + ge- 
reinigter Co-Zymase. 

Es ist nach diesen Versuchen also nicht wahrscheinlich, dah 
in der normalen Hefe anorganische Aktivatoren vorkommen, die 
in der Mg-freien Hefe teilweise entfernt worden sind. Die Méglich- 
keit, daB organisch gebundene Metalle bei der Girung mitspielen 
kénnen, soll selbstverstiindlich nach diesen Versuchen nicht ver- 
neint werden. 

Unter den Salzen, deren Mitwirkung bei der Giarung noch 
in Betracht zu ziehen ist, beansprucht das Ca Interesse. Wir 
haben sowohl in Abwesenheit als in Gegenwart von Mg den Ein- 
flu8 von Ca untersucht, ohne aber bis jetzt eme Wirkung defi- 
meren zu k6énnen. 


Aktivierungen durch Adenylsaure. 


Die Rolle der Adenylsiure beim Kohlehydratabbau, welche 
durch die Arbeiten der Embdenschen Schule erkannt und weit- 
vehend aufgeklirt wurde, interessiert uns natiirlich in erster 
lLinie wegen der nahen Beziehungen, welche zwischen der Adeny]- 
siure und der Co-Zymase bestehen miissen. Nach Embden und 
Zimmermann!) spaltet ja die Adenylsiiure im titigen Muskel 
Ammoniak ab und geht in Inosinsiure iiber. Es ist erwiesen 

1) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 137 (1927); siehe auch 
Parnas, Biochem. Z. 206, 16 (1929). 
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von G. Schmidt, daB Hefenadenylsiure die entsprechende 
enzymatische Spaltung, nur viel langsamer, erleiden. Wie der 
vleiche Austausch von NH, gegen OH unter der Eimwirkung von 
Hefenenzymen erfolgt, ist noch nicht festgestellt. Die von Loh- 
mann behauptete Co-Zymasewirkung der Adenylsiure konnte in 
diesem Institut nicht bestatigt werden. Nach unseren Erfahrungen 
ist also Adenylsiiure nicht imstande, die Co-Zymase bei der Glucose- } 
virung zu ersetzen. Immerhin schien es uns notwendig, den Ein- 
fluB{ der Adenylsiiure auf Teilreaktionen der Garung bzw. auf 
damit analoge Vorgiinge kennen zu lernen. ‘ 

Wir haben zunichst den Finflu®B der Adenylsiiure auf die 
enzymatische Methylenblaureaktion unter Verwendung von Trocken- 
unterhefe studiert. Temperatur 20°. 





Hefesuspension: 0,5 ¢ Trockenhefe + 10 ccm 0,43°/,ige K,HPO,-Lésung. 
Zu jeder Probe (Gesamtvolumen 1,2 ccm): 0,5 com Hefesuspension -+- 0,3 ccm 
Methylenblaulésung 1: 2000. 


Tabelle 24. 








| Entfarbungszeit (Minuten) 
Pepe el 1,8 mg Na-Salz der 2,9 mg Na-Salz der 
. “| Ohne Zusatz Hexose- Hexose- 
monophosphorsiure diphosphorsaure 

—_ 7) 21 21 
5 63 19 20 
25 60 1S 18 
50 50 17 17 
100 16 13 
150 48 15 13 
200 46 14 | 15 





Wie ersichtlich, wird die Mb-Entfarbung durch Muskel- 
adenylsiure deutlich, wenn auch nicht stark, beschleunigt. 


) 
Einwirkung der Muskeladenylsaure auf die Mb-Reduktion 
mit Apo-Zymase -}- Co-Zymase. p,, = 6,5. 
Apo-Zymasesuspension: 1 g Apo-Zymase + 10 ccm 10°/j)ige Phosphat- 
losung, Px 6,5. Co-Zymase: ACo = 90000. | 
Zu jeder Probe (Gesamtvolumen 1,2 ccm): 0,3 cem Mb-Lésung 1: 2000 ' 
f 


0,3 cem Apo-Zymase-Suspension -++ 14,4 mg Hexosediphosphorsaure + 15 Co 
(Co-Zymase). 

Wiihrend also in Gegenwart von Hexosediphosphorsiure eine 

Beschleunigung durch Muskeladenylsiure eintritt, wird in Ab- 
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Tabelle 25. 





Muskeladenylsiure y | Entfarbungszeit (Minuten) 


— 11,5 12,0 





100 7.0 
150 74) 
200 8.0) 


wesenheit von Hexosediphosphorsiiure oder von Co-Zymase keine 
. Reduktion erhalten. 


Einwirkung der Muskeladenylsaure auf die Garung. Temp. 30°. 

Bei der gewohnlichen Glucosevergiirung erhalten wir, wie 
erwihnt, keine deutlche Aktivierung durch Muskeladenylsiure. 
In Gegenwart von gréBeren Mengen Hexosediphosphorsiiure (die 
sleiche Konzentration wie bei den Reduktionsversuchen) wurde 
dagegen eme deutliche, wenn auch schwache Aktivierung beob- 
achtet. 

Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 3,6 ccm): 0,09 g Apo-Zymase -}- 
0,09 ¢ Glucose + 0,09 ccm 10°/,ige Phosphatlésung, py = 6,5 -+ 43 mg Na- 
Hexosediphosphat + 45 Co (Co-Zymase). 


Stunden... .. . 0,25 0,50 1,25 1,75 2,00 2,25 2,50 3,25 4,25 6,00 
Ohne Adenylsiure . 0,05 0,1 0,38 0,5 0,6 0,7) 0,8 1,1 1,5 1,9 
450 » Adenylsiure . 0,05 0,2 0,5 1,0 1,3 41,5 41,7 2,3 3,0 3,9 





Die Vergirung der Hexosediphosphorsiiure wird von Muskel- 
adenylséure deutlich aktiviert, wie der folgende Versuch zeigt. 
Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 12 ccm): Ig Trockenunterhefe 
(ohne Selbstgérung) -+ 250 mg Candiolin-Na -}+ 2 ccm 10°/,ige Phosphatlésung, 
PH = 6,5. 
Tabelle 26. 





} 
Stunden Ohne Adenylsaure 5000 » Adenylsiure 
0,25 1,0 1,0 1.3 15 
0,50 2,2 2,2 2,8 3.0 
| O75 33 3.3 4,1 4,3 
; 1,00 4,4 4,4 54 5,6 
1.50 6.0 5,9 7,3 7,4 








Wie der folgende Versuch zeigt, steigen die ‘ Aktivierungs- 
crade mit zunehmender Konzentration der Adenylsiure. 
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Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 5 ccm): 0,25 g Trockenhefe +- 
100 mg Candiolin-Na + 1 cem 10°/,iger Phosphatlésung, py = 6,5. 


Tabelle 27. 








mg Adenylsaiure 
Stunden ; , 

() l 2 10 
O25 0.3 0.3 0.4 1.0 
O50 5 OD 0.7 1.4 
0.75 0.75 | 0,9 1,0 | 1,9 
1.00 0.9 l,: 15 2 4 } 
1,25 1,2 1,6 1.8 » Bt | 
1.50 15 2.0 2,1 3,1 . 
1,75 1.8 2,1 2,0 3,3 
2.00 2.0 2.3 2,5 | 3,5 
3.00 25 3,1 3,3 Oo 
5.00 3.5 4.3 4,6 6,4 
7.00 4.6 5,4 5.8 79 | 


Dieser Aktivierungsversuch wurde mit reinem Hexosediphos- 
phat wiederholt. 
Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 5 ccm): 0,25 g Trockenhefe 


144 mg Na-Hexosediphosphat + 1 ccm 10°/,ige Phosphatlésung, py = 6,5. 


Tabelle 28. 











eT Chee: Adnaylasure 10 mg Aieaghbure 
Mittelwerte Mittelwerte 
| : 

0,27 0,4 1,1 
0.50 0.5 1,55 l 

0,75 0,7 2,05 
1.00 10 2,45 } 
1,50 15 3,15 . 
2.00) 20 3,85 ( 
4,00 3,39 6,3 i: 

5.50 4,35 8,2 
‘Ee 
Das Ergebnis dieser Versuchsreihen ist also das, daB die Y 
Adenylsiure die Girung von Glucose nicht, dagegen die Garung e 
von Hexosephosphaten deutlich aktiviert. e: 

Zum Untersechied von diesem Verhalten der Adenylsdure 

wurde kiirzlich von Myrbiack festgestellt, daB die Adenylpyro- d 
phosphorsiiure, wenigstens die uns zugiinglichen Priparate, eine | d 
gewisse aktivierende Wirkung auf die Glucosegérung besitzen, e 
welche indessen bei weitem nicht diejenigen Werte erreicht, welche . 





fiir hochgereinigte Co-Zymase festgestellt sind. 
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Uber den Aufbau des Histons der Thymusdriise. 
IV. Mitteilung. 
Von 
K,. Felix und H. Rauch. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutsehen Wissenschaft.) 





(Aus dem Laboratorium der II. med. Klinik der Universitit Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1931.) 


Nachdem es méglich war, Clupein-pikrat mit methylalko- 
holischer Salzsiiure zu zerlegen und gleichzeitig freies Carboxyl 
durch Veresterung nachzuweisen'), erscheint es angebracht zu 
priifen, ob sich diese Methode auch auf die Darstellung anderer 
Proteine tibertragen laiBt und vielleicht allgemein zum direkten 
Nachweis freier Carboxylgruppen in den Proteinen verwendet 
werden kann. Wir wihlten dafiir zuniichst das Histon der 
Thymusdriise, weil es den Protaminen nahesteht und aus friiheren 
Untersuchungen iiber sein Bindungsvermégen fiir Saéuren und 
Basen?) die Zahl der freien sauren Gruppen bekannt ist. Kin 
Vergleich mit jenen Resultaten wiirde noch zeigen, ob durch die 
methylalkoholische Salzsiure Zersetzungen bewirkt werden. 

Das Histon wurde wie friiher mit verdiinnter Mineralsiure 
aus dem Nucleohiston der Thymusdriise von Kalbern extrahiert, 
dann aber zunichst mit Natriumpikrat gefillt. Das Histonpikrat 
ist auBerordentlich schwer léslich, kann durch Waschen mit 
Wasser und Alkohol von den meisten Verunreinigungen befreit 
werden. Spuren von Calcium und Magnesium, deren Pikrate 
ebenfalls schwer léslich sind, werden bei der weiteren Bearbeitung 
entfernt. Das Histonpikrat wurde auf verschiedene Weise zerlegt. 

Zunichst haben wir es in trockenem Methylalkohol suspen- 
diert und trockene Salzsiure eingeleitet. Die Pikrinsiiure geht 
dabei vollstandig in Lésung, von dem Histon nichts, dagegen 
eine andere eiweiBartige Substanz. Dabei werden die Carboxyle 
verestert und es entsteht das Hydrochlorid. Die vollstindige 
Kntfernung der Pikrinsiure gelingt nur, wenn das Pikrat voll- 
kommen trocken und so fein als méglich gepulvert ist. Das 





23 K. Felix und H. Rauch, 


Histon-methylester-hydrochlorid ist ein weibes, staubendes, nicht 
hygroskopisches Pulver, list sich leicht in Wasser, in geringer 
Menge auch in Methylalkohol, aber nicht in den meisten anderen 
organischen Lisungsmitteln anil ist frei von Asche. Seine spe- 
zitische Drehung betragt — 95,5° Es wurde der Elementar- 
analyse, der Bestimmung der freien Aminogruppen vor und nach 
der Hydrolyse, der Methoxylgruppen, der Methyle am Stickstoff, 
des Arginins und des Histidins unterworfen. Auf Grund des 
Arginin-, Histidine und des Methoxylgehaltes ergibt sich ein 
Mindestmolekulargewicht von 14329 mit einer Summenformel 
VON Crag Hyg 5¢ Ngo Clg25gQ29)- Das wirkliche Molekulargewicht be- 
triigt wabracheineh: ein Vielfaches davon. In der Tab. I sind die 
Resultate zusammengestellt teils auf das Mindestmolekulargewicht, 
teils auf den Gesamtstickstoff bezogen. 


Tabelle I. 





Gef. Ber. fiir 











Histon-methylester-hydrochlorid ' ;' 
J (°/o) C536 Hi 0:;N16)C1 2530200 (' 
in Gewichtsprozenten 
eg om ny age: Gg 4 44,72 44,89 
wveeeeretgn ww tk kw we 7,42 7,43 
Stickstoff . .. i ee ¢ 15,64 15,64 
Chlor ; e Be & ee He ve 7,92 
ee eee 1,88 1,79 
Sauerstott 29.47 i 22,33 
bengne: aut 100 N-Atome 
a a 5,15 5,0 
Cem phe. 4 ee 20,0 
Methyl am NN. 4,7 5,0 
Freie Aminogruppe vor Hydrolyse ’ 12°27 12,5 
- nach = ' 86,75 ~ 
OCH, -Gruppen . . . . — 7,4 7,5 
Arginin- 4 oe 24,18 25,0 
Histidin-N. . . . . 5 reine Stang 5,92 5,62 
N-Methylzahl. . . . 32,68 32,4 
Molgebalt pro Mindestmolekiil (14329) 
Veresterte Carboxyle .. c~ « = oe 
Methylgruppe am N.. .. .. pte age 
Freie Aminogruppe ae 
RS Pg ee we ' 10 
Histidin . ; : oe. oe 
Salzsiiurereste. . . . . . . 2 « « 


Um festzustellen, ob tatsiichlich alle Carboxylgruppen ver- 
estert sind, wurde das Histonester-Hydrochlorid noch mit Di- 
methylsulfat behandelt. Selbst bei einer 4 Stunden langen Kin- 
wirkung und Zimmertemperatur nimmt der Methoxylgehalt des 





- 
~ 











Uber den Aufbau des Histons der Thymusdriise. 29 


nicht zersetzten und mit Natriumpikrat fiillbaren Anteils nicht 
zu. Es diirften also bei der Zerlegung des Histonpikrates mit 
methylalkoholischer Salzsiiure alle Carboxylgruppen erfabt werden, 
obwohl das Histon nicht in Loésung geht. Auch der Gehalt an 
freien Aminogruppen bleibt unveriindert. 

AuBerdem haben wir das Histonpikrat noch auf andere 
Weise zerlegt, wobei eine liingere Einwirkung von Salzsiiure aus- 
geschlossen ist. Wir beniitzen dazu trockenen Ather, der mit 
trockener Salzsiure gesiittigt war. Die Pikrinsiiure geht sofort 
in Lésung und das Histon wird in das unldésliche Hydrochlorid 
iibergefiihrt. Mehrmaliges Umfillen aus Wasser mit Aceton 
lieferte schlieBlich ein weiBes aschefreies Priparat. Es wurden 
mit ihm dieselben Analysen vorgenommen wie mit dem Fster- 
hydrochlorid, deren Resultate Tab. If enthilt. Es ist sehr leicht 
léslich in Wasser, schwer léslich in Methylalkohol, unléslich in 
Ather und den iibrigen organischen Lésungsmitteln. Seine spe- 
zifische Drehung betrigt —99,5° Bei Behandlung mit methyl- 
alkoholischer Salzsiure entsteht derselbe Kster wie bei der direkten 
Zerlegung des Pikrates mit methylalkoholischer Salzsiure. 

Das Histon-hydrochlorid haben wir ebenfalls mit Dimethyl- 
sulfat methyliert. Bei der iiblichen Ausfiihrung, 30 Minuten 
lange Kinwirkung und Kihlung mit flieBendem Wasser, wird ein 
Produkt erhalten, dessen Methoxylgehalt mit dem des direkt 
dargestellten Histonesters und dem nachtriiglich veresterten Hydro- 
chlorid tibereinstimmt. Auch bei der oben angewandten liingeren 
Methylierung von 4 Stunden wird nicht mehr Methoxyl auf- 
genommen. AuBer den Carboxylgruppen reagieren also keine 
anderen sauerstoffhaltigen Gruppen mit Dimethylsulfat. 

Die beiden Methylierungsprodukte des Hydrochlorids unter- 
scheiden sich dagegen wesentlich durch den Gehalt an Methyl- 
imid und die Diazoreaktion. Die N-Methylzahl betriigt bei dem 
kiirzer methyhierten Produkt 26 und bei dem anderen 37; das 
erste gibt noch die Diazoreaktion, das zweite nicht mehr. Der 
Imidazolring des Histidins reagiert also erst nach lingerer Kin- 
Wirkung des Dimethylsulfats. Bei der Untersuchung des Histon- 
ester-hydrochlorids und des Histon-hydrochlorids zeigte sich, dab 
in ihnen bereits Methylgruppen am Stickstoff vorgebildet sind und 
zwar 5 auf je 100 Atome Stickstoff. Bezogen auf die neu ein- 
getretenen Methyle erniedrigen sich die N-Methylzahlen auf 21 
und 32, 

Die vorgebildeten Methylgruppen am Stickstoff lassen sich 
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in der gleichen Zahl auch an einem Histonchlorid nachweisen, 
das durch direkte Extraktion der Thymusdriise mit stark ver- 
diinnter Salzsiiure und Fillung mit Aceton dargestellt wurde, 
ein Produkt also, das weder mit methylalkoholischer Salzsiure, 
noch mit salzsiiurehaltigem Ather in Beriihrung gekommen ist. 
Welchen Bausteinen diese Methylgruppen angehéren, kénnen wir 
noch nicht entscheiden. Nach einer vorliufigen Untersuchung 
scheinen der oder die betreffenden Bausteine zwar mit Phosphor- 
wolframsiure, aber nicht mit Silbernitrat fallbar zu sein. In 
einer Hinsicht unterscheidet sich dieses gleichsam ,,native“ Histon- 


Tabelle 2. 

















, . Ber. fiir 
Histon-hydrochlorid Gef. 
) i ¢ ‘594 tL 032 Ni goC!g254 0200 
in Gewichtsprozenten 
| a a a 44,75 44,41 
Wasserstoff . . ......~. 7,48 1,85 
Stickstoff . & Wreg: teliokausn ok: oh 15,87 15,83 
Chlor ae i hte ce % 7,95 8,01 
Schwefel - * « et Se 4 é 1,87 1,81 
Sauerstoff . S aee Tae Dk aie 22,08 22,60 
bezogen auf 100 N-Atome 
ee eee 5,15 5,0 
Cl-Atome . 1: A. ie pas Sen Se Oe 19,7 20,0 
Methyl am er ee 5,0 5,0 
Freie NH,-Gruppe.. bar og 12,38 12,5 
Veresterbare COOH- Gruppe n. 7,6 7,5 
Arginin-N. . |. , & «i 25,68 25 0 
0S er 5,52 5 "62 
: , 20,9 21, 9 1/, Stunde 
N-Methylzahl. . . . . 2... . 32.9 325 4 Stunden 
Molgehalt pro Mindestmolekiil (14160) 
Veresterbare Carboxyle . . . .. . . . 12 
Methylgruppen DMs «= « * 4 ee & & @ 
Freie NH a (bee « be @ & Oe 
Arginine. . Sa e.. & .& cea ee ae 
gc a Se ee we @ 
Salzsiiurereste . ...... 2... + 82 


hydrochlorid von den beiden anderen Priiparaten. Es gibt noch 
die Reaktion auf Sulfhydrylgruppen mit Nitroprussidnatrium, jene 
nicht mehr. In diesem Punkt bewirkt also die starke Salzsiure 


in Alkohol und Ather eine Veriinderung. Wir wurden darauf 


durch die Beobachtung aufmerksam gemacht, daB beim Einleiten 
von Salzsiiure in die methylalkoholische Suspension des Histon- 
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pikrates Schwefelwasserstoff entwich, was bereits in anderem Zu- 
sammenhang kurz erwihnt wurde.*) Inzwischen hat sich heraus- 
gestellt, dab der Schwefelwasserstoff nicht aus dem EKiweib, sondern 
aus Verunreinigungen der Reagenzien stammt. Das _ natiirliche 
Histon enthalt somit freie Sulfhydrylgruppen und ist den Sub- 
stanzen, die das ,,fixe SH“ der Zelle liefern, zuzurechnen. 

Abgesehen von der Uberfiihrung der freien Sulfhydrylgruppen 
in Disulfidgruppen scheint die Veresterung mit methylalkoholischer 
Salzsiiure keine Verinderung des Histonmolekiils herbeizufiihren, 
sowelt Peptidstrukturen in Frage kommen, da sich weder der 
Ggehalt an freiem Aminostickstoff noch der an freiem Carboxyl 
aindert. Voraussichtlich wird sich diese Methode auch bei der 
Darstellung anderer Proteine aus ihren Pikraten bewihren. 
Ferner wird man sie zum direkten Nachweis der freien Carboxyl- 
gruppen verwenden kénnen. Allerdings werden mit ihr andere 
saure Gruppen nicht erfaBt. In vielen Fillen diirfte sie der Be- 
stimmung der freien sauren Gruppen aus dem Bindungsvermégen 
fiir Basen iiberlegen sein, da man in diesem Fall immer mit 
einzelnen sehr schwach dissoziierten Gruppen rechnen mub, die 
sich nicht titrieren lassen. Nach dem Methoxylgehalt des Histon- 
ester-hydrochlorids betragt die Zahl der freien Carboxyle 7,5 auf 
100 Atome Stickstoff. Bei der elektrometrischen Titration wurden 
friiher 12,7 saure Gruppen gefunden.*) Die Differenz diirfte haupt- 
sichlich auf das phenolische Hydroxyl des Tyrosins zuriick- 
zufiihren sein. Nach F.Kutscher kommen auf 100 Atome 
Histon-Stickstoff rund 3 Molekile Tyrosin.‘) 

Gleichzeitig gibt der Chlorgehalt des Histonester-hydro- 
chlorids auch ein MaB fir die Zahl der freien basischen siure- 
bindenden Gruppen, da wegen der Veresterung der Carboxyle 
innere Salzbildungen ausgeschlossen sind. Danach besitzt das 
Histon auf 100 Atome Stickstoff 20 basische Gruppen. 

In den beschriebenen Histonpriparaten fanden wir einen 
etwas niedrigeren Gehalt an Arginin wie friiher. Wir fiihren 
diesen Unterschied auf die inzwischen verbesserte Technik der 
Argininbestimmung mit Flaviansiure zuriick. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Histonpikrates. 


1kg vom Bindegewebe befreite Thymusdriise wird zerkleinert, 
iit 2 Liter Wasser mehrere Stunden geriihrt und dann iber 
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Nacht unter Toluol im Eisschrank stehen gelassen. Darauf wird 
koliert und so viel 10°/, ige Essigsiure zugegeben, bis in einer 
filtrierten Probe auf weiteren Zusatz kein Nucleohiston mehr 
ausfillt. Dabei geht die rosa Farbe des Kolats in eine graue 
iiber. Das ausgefallene Nucleohiston wird auf einem Rapidfilter 
gesammelt und mit 1,5 Liter Wasser 1—2 Stunden kriftig tur- 
biniert, bis es moglichst fein verteilt ist, dann gibt man 50°/, ige 
Schwefelsiiure bis zur deutlich kongosauren Reaktion unter 
stiindigem Rihren zu. Die ausgefallene Nucleinsiure wird abfil- 
triert und aus dem Filtrat das Histon mit einem Uberschub 
gesittigter Natriumpikratlésung gefillt. 

Das flockige Pikrat wird mehrmals mit Wasser dekantiert 
und schlieBlich mit Alkohol verrieben, bis es kérnig ist und 
leicht abgesaugt werden kann; nur dann kann man die Pikrin- 
siure bei der nachfolgenden Veresterung ohne Schwierigkeit 
entfernen. Das Pikrat wird auf der Nutsche mit Ather ge- 
trocknet. Es ist rein gelb und firbt sich beim Stehen am 
Licht dunkler. Es ist in Wasser sehr schwer léslich und in 
Alkohol unléslich. Die Ausbeute betrigt 3—4°/, der ange- 


wandten Driisenmenge. 


Histon-ester-hydrochlorid. 


20g sehr fein gepulverten trockenen Pikrates werden in 
250 ccm trockenem Methylalkohol durch Riithren verteilt und 
gleichzeitig ein lebhafter Strom trockener Salzsdure eingeleitet. 
Das GefiB wird wiihrend der Reaktion mit Eis gekihlt. Etwa 
nach einer Viertelstunde ist die Pikrinsiiure abgespalten. Das 
Histon-ester-hydrochlorid setzt sich mit weiber Farbe gut 
ab. Darauf dekantiert man und behandelt den Riickstand mit 
weiteren 250 ccm Methylalkohol, die mit Salzséure  gesiattigt 
sind. Der Ester wird auf einer Glasnutsche abgesaugt, mit 
salzsiurehaltigem und schlieBlich mit reinem Ather gewaschen. 
Ausbeute 11g. Das Esterhydrochlorid stellt ein rein weibes, 
leicht staubendes Pulver dar; lést sich leicht und klar in Wasser, 
etwas in Methylalkohol, aber nicht in den iibrigen organischen 
Lisungsmitteln und gibt eine deutliche Diazoreaktion. 

Das Rohprodukt wird aus Wasser mit Aceton oder einer 
Mischung Methylalkohol—Ather (1:2) gefillt, mit dem Fallungs- 
mittel dekantiert, abgesaugt und im Vakuum bei 100° fiir die 
Analyse zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
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Pregl: 
4,350 mg Substanz gaben 7,160 mg CO, = 44,89°/, C. 
2,940 mg H,O = 7,56°/, H. 
4,275 mg ” » 6,985 mg CO, = 44,56°/, C. 
2,785 mg H,O = 7,29°/, H. 


Mittel: 44,72°/, OC, 7,42°/, H. 


Kjeldahl: 
0,08192 g Substanz verbrauchten 9,10 cem 0,1 n-HCl = 15,56°/, N. 
0,04331 g ‘o - 4,85 cem 0,1 n-HCl = 15,68 
0,08663 g - . 9,65 ecm 0,1 n-HCl = 15,60 
0,06494g¢ ~~, ” 7,30 eem 0,1 n-HCl = 15,75 
0,06494g 4, 7,25 cem 0,1 n-HCl = 15,64 
0,03814 g -" - 8,50 ecm 0,1 n-HCl = 15,61 

Mittel: 15,64°/, N. 
Carius: 
21,140 mg Substanz gaben 2,740 mg BaSO, = 1,78°), S. 
5,640 mg 1 » 0,790 mg BaSO, = 1,92 


Mittel: 1,85°/, S 
0,1632 g Substanz gaben 0,0528 g AgCl = 8,05°/, Cl. 


01497g 4, » 0,0478 g AgCl = 7,90 

Volhard: 
0,04331 g Substanz verbrauchten 0,95 cem 0,1 n-AgNO, = 7,96°/, Cl. 
0,16384 g . “ 3,55 cem 0,1 n-AgNO, = 7,68 


Mittel: 7,90°/, Cl. 


Pregl-Edlbacher: 
0,0662 g Substanz gaben 0,0132 g AgJ = 2,64°/, OCHsg. 
0,0076 g AgJ = 0,73°/, CH,/N. 


0,0580g , 0,0110 g AgJ = 2,519/, OCH,. 

0,0060 g AgJ = 0,66°/, CH,/N. 
0,0518 g ‘ ,  0,0064 g AgJ = 0,79°/, CH,/N. 
0,0498 g " » 0,0061n AgJ = 0,78°/, CH,/N. 


Mittel aus diesen und 6 weiteren Analysen: 2,55°/, OCH;, 0,79°/, CH,/N. 


Freier Aminostickstoff nach van Slyke: 


0,05094 g Substanz gaben 0,95 ecm N, (24°, 717 mm) = 12,24°/,. 
0,08192 g a » 1,45 cem N, (21°, 722 mm) = 12,12°/,. 
0,16384 g “ ». 2,875 cem N, (21°, 722 mm) = 12,01°,. 


Mittei: 12,27°/, vom Gesamt-N. 


Formoltitration: 
0,0433 g Substanz verbrauchten 0,60 cem 0,1 n-NaOH = 12,41"). 


Optische Aktivitit: 


-* 
ww 
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Pe 


Argininbestimmung. 

Ungefihr 1 g des Esterhydrochlorids wurden 20 Stunden mit 50 ecm 
25°/, iger H,SO, unter RiickfluB gekocht. Darnach wurde auf 200cem ver- 
diinnt, von den ausgefallenen Huminstoffen abfiltriert, nachgewaschen, das 
Filtrat mit Baryt von der Schwefelsiiure befreit und auf 300 ecm gebracht. 
5 eem verbrauchten 3,6 ccm 0,1 n-HC1-2 mal 20 ccm Hydrolysat (= 20,17 mg N) 
wurden mit 130 cem Wasser verdiinnt und 20 cem 10°/, iger Flaviansiiure 
versetzt; I. 0,0428 g Argininflavianat = 24,35°/, Arginin-N vom Gesamt-N ; 
II. 0,0422 g Argininflavianat = 24,01°/, Arginin-N vom Gesamt-N. 

Ungefihr 1g Histonester wurden 26 Stunden mit konz. HCl hydro- 
lysiert. Der Hauptteil der Salzsiiure wurde durch Eindampfen im Vakuum 
entfernt und der Riickstand auf 100 cem gebracht. Diese Probe gab nur 
wenig Huminstoffe. 5 ccm verbrauchten 6,1 cem 0,1 n-HCl; 1 ccm _ ver- 
brauchte 8,7n/70 HCl. 10cem Hydrolysat (= 17,24 mg N) wurden mit 
40 ccm Wasser und 5 cem Flaviansiiure versetzt; 0,0372 g Flavianat = 25,0°), 
Arginin-N vom Gesamt-N. 


Freier Aminostickstoff des Hydrolysats 
a) nach van Slyke. 


5eem des obigen von der H,SO, befreiten Hydrolysats (=5,043 mg N) 
gaben 8,40 ccm N, (24°, 718 mm); 8,30 ccm N, (24°, 718 mm); 8,40 cem N, 
(23°, 718mm) = im Mittel 86,70°/, freier Aminostickstoff vom Gesamt-N. 


b) Formolititration. 


2ccm verbrauchten zur Neutralisation gegen Neutralrot 0,1 eem 0,1 n- 
NaOH, nach Zusatz von Formol 1,25 cem 0,1 n-NaOQH = 86,80°/, Amino-N 
vom Gesamt-N. 


Bestimmung von Arginin und Histidin. 


5 g Ester wurden 20 Stunden mit 25°/, H,SO, hydrolysiert und das 
Hydrolysat auf 500 cem gebracht. 10 ecm verbrauchten 10,60 0,1 n-HC! 
= 742,5 mg N in 500 cem. 5 ccm lieferten bei der Bestimmung nach 
Pregl-Edlbacher fiir OCH, 1,07 mg AgJ = 0,86 OCH,-Gruppen auf 
100 N; fiir CH,/N 6,88 mg AgJ = 5,53 CH,/N auf 100 N. 

360 cem des Hydrolysats (= 535 mg N) wurden mit Baryt von der 
H,SO, befreit und auf 300 ccm gebracht. 10eccm verbrauchten 12,4 ecm 
0,1 n-HCl = 522 mg N in 300ccm, Verlust 183mg N (= 2,43°/,) in BaSQ,. 

265 ecm (= 460 mg N) wurden mit Silberbaryt gefillt und die 
Histidin-Arginin-Fraktion auf 300 cem gebracht. 

20 cem verbrauchten 6,60 cem 0,1 n-HCl = 138,55 mg N in 3800 cem 
= 30,1°/, des Gesamt-N. Nach Abzug des oben bestimmten Arginin-N 
bleiben 5,92°/, des Gesamt-N fiir Histidin-N. 


Methylierung des Histon-methylester-hydrochlorids 
mit Dimethylsulfat. 
5g Ester wurden in 200ccm Wasser gelést, einige Tropfen einer 
0,5°/, igen alkoholischen Thymolphthaleinlésung zugegeben, 2 ma! 
mit 8 ccm Dimethylsulfat in einem Abstand von 2 Stunden ver- 
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setzt und die Reaktion der Flissigkeit mit 10°/, NaOH auf p,, 9 
gehalten. Im ganzen wurde 4 Stunden geriihrt. Das Methy- 
lierungsprodukt wird mit Natriumpikrat gefillt. Das Pikrat fallt 
in groben Flocken aus, schmiert aber leicht. Das Rohprodukt 
wird mehrmals mit Wasser, schlieBlich mit Methylalkohol, dem 
etwas Ather zugesetzt wird, dekantiert. Dann wird auf der 
Nutsche abgesaugt, mit Ather getrocknet und mit salzsiiurege- 
sittigtem Ather zerlegt. Das Methylierungsprodukt ist in Methyl- 
alkohol leicht léslich. Zur Analyse wurde es im Vakuum bei 
100—110° zur Konstanz getrocknet. 


Pregl-Edlbacher: 
0,0264 g Substanz gaben 0,0060 g AgJ = 3,00°/, OCH,. 
0,026 g AgJ = 6,30°/, CH,/N 


0,0256g .  0,0046 g AgJ = 2,30°/, OCH,. 
0,0252 g AgJ = 6,11°/, CH,/N. 
0,0250g  0,0046 g AgJ = 2,43°/, OCH,. 


0,0246 g AgJ = 6,30°/, CH,/N. 
Mittel: 2,57°/, OCH, 6,23°/, CH,/N. 


Dumas: 
4,505 mg Substanz gaben 0,6468 cem N, (21°, 710mm) = 15,54°/, N. 


Carius: 
9,480 mg Substanz gaben 1,270 mg BaSO, = 1,84°/, S. 


Das Pikrat des Methylierungsproduktes wurde auch mit Methylalkohol 
und Salzsiiure zerlegt und im Vakuum bei 100° zur Konstanz getrocknet. 


Kjeldahl 
0,1864 g Substanz verbrauchten 20,10 eem 0,1 n-HCl = 15,25°/, N. 
0,0570g  ,, a 6,21 cem 0,1 n-HCl = 15,26°/, N. 


Pregl-Edlbacher: 
0,0402 g Substanz gaben 0,0090 g AgJ = 2,96°/, OCH,. 
0,0374 g AgJ = 5,95°/, CH,/N. 
0,0348 g a »  0,0084 g AgJ = 3,19°/, OCHsg. 
0,0326 g AgJ = 5,99°/, CH,/N. 
Mitte!: 2,07°/, OCH,, 5,97°/, CH,/N. 


Histon-hydrochlorid. 


36 g Histonpikrat werden in einem Erlenmeyerkolben mit 
trockenem Ather zu einem diinnen Brei verriihrt, dann etwa 
159 cem mit trockener Salzsiiure gesittigter Ather zugegeben, 
10 Minuten bei Kiihlung unter flieBendem Wasser geschiittelt, 
da sich die Flissigkeit erwiirmt. 


3° 





36 K. Felix und H. Rauch, 


Das aufgeschlammte Pikrat nimmt eine hellere und schlieBlich 
weibe Farbe an, ohne sich sichtlich zu lésen. Die salzsiurehaltige 
iitherische Lésung der Pikrinsiure wird abgegossen und der Riick- 
stand noch mehrmals mit Ather—Salzsiiure dekantiert. Das Rob- 
produkt des Histon-hydrochlorids ist etwas rosa gefarbt und gibt 
mit Wasser eine triibe gelbliche Lésung, da es noch etwas un- 
zersetztes Pikrat enthalt, von dem abfiltriert wird. Aus dem Filtrat 
wird das salzsaure Histon durch Ausfillung mit Aceton in weiBen 
Flocken erhalten. Sie werden mehrmals mit reinem Aceton de- 
kantiert, abgesaugt und auf der Nutsche mit Ather getrocknet. 
Man erhilt 22 g eines weiBen pulverformigen Produktes. Es ist 
unléslich in Ather und Aceton, schwer léslich in Methyl- und 
Athylalkohol, sehr leicht in Wasser. Die wiBrige Lisung zeigt 
noch einen leichten Stich ins Gelbliche. Mit Diazobenzolsulfosiiure 
gibt es in sodaalkalischer Lésung eine tiefrote Farbe. Zur Analyse 
wird es bei 100—110° im Vakuum getrocknet. 


Kjeldahl: 
49,6 mg Substanz verbrauchten 5,60 ccm 0,1 n-HCl = 15,82°/, N 
49,6 mg ™ . 5,65 cem 0,1 n-HCl = 15,96°/, N 
50,12 mg 7 " 5,70 cem 0,1 n-HCl = 15,93°/, N 
50,12 mg - * 5,65 eem 0,1 n-HCl = 15,79°/, N 

Mittel: 15,87°/, N. 
Pregl: 

4,370 mg Substanz gaben 7,170 mg CO, = 44,75°/, C 

2,920 mg H,O = 7,48°/, H. 

Carius: 
5,190 mg Substanz gaben 0,705 mg BaSO, = 1,87°/, § 
21,390 mg - » 8,040 mg BaSO, = 1,95°/, S 
Mittel: 1,91°/, S. 
20,115 mg Substanz gaben 6,925 mg AgCl = 7,95°/, Cl. 
Pregl-Edlbacher: 
0,0590 g Substanz gaben 0,0070 g AgJ = 0,81°/, CH,/N 
0,0790g 4 »  0,0110 g AgJ = 0,89°/, CH,/N 
Mittel: 0,85°/, CH,/N. 

Van Slyke: 
0,05012 g Substanz gaben 0,975 ccm N, (24°, 718 mm) = 12,84°, N 
0,05012 g ‘ » 0,937 eem N, (23°, 720 mm) = 12,45° l N 
0,02506 g % 5, 0,450 ccm N, (24°, 717 mm) = 11,84°/, N 


Mittel: 12,38°/, N vom Gesamt- N. 


Formoltitration: 
73,2 mg Substanz (10,29 mg N) verbrauchten 0,90 cem 0,1 n-KOH 
= 12,25°/, NH,/N des Gesamt-N. 
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Optische Aktivitit: 
ago 1,182-100 
= *<- A936 

2 X 0,5936 





— 99,56° 


Arginin- und Histidinbestimmung. 

Etwa 4,3 g Histon-hydrochlorid wurden 14 Stunden mit 60 ecm 
25°/,iger Schwefelsiiure hydrolysiert, dann verdiinnt, filtriert und auf 250 cem 
gebracht. 2cem verbrauchten 3,70, 3,75eem 0,1n-HCl. 246 ccm (=641,8mgN) 
wurden durch Baryt von der Schwetelsiiure befreit. Das Filtrat wurde auf 
250 eem gebracht, 1 cem verbrauchte 1,60 ecm 0,1 n-HCl, 5 cem_ ver- 
brauchten 8,25 cem 0,1 n-HCl (= 567,4 mg in 250cem). Im BaSO, zuriick- 
gehalten 11,5°/). 

2 mal 10 cem (= 22,69 mg N) wurden auf 50 cem verdiinnt und mit 
10 eem 10°/, Flaviansiiure versetzt. Flaviant 50,0, 51,6 mg = 25,68°/, 
Arginin-N vom Gesamt-N. 

200 cem (= 453,9 mg N) wurden mit Silberbaryt gefillt und die Lisung 
vom Histidin und Arginin auf 250 ccm gebracht. 10cem verbrauchten 4,6, 
1,7eem 0,1 n-HCl = 162,8 mg Histidin- + Arginin-N, 31,2°/, vom Ge- 
samt-N. Histidin-N = 5,52°/, vom Gesamt-N. 

Methylierung des Histon-hydrochlorids. 

I. 2 g Histon-hydrochlorid werden in 100 ccm Wasser gelist, 
mit einigen Tropfen Thymolphthalein versetzt und in Abstinden 
von je 80 Minuten 5 mal je 5 ccm Dimethylsulfat zugegeben. 
Durch 10°/,iges NaOH wird die Reaktion auf p,,9 gehalten. Nach 
Zusatz der letzten Portion Dimethylsulfat wurde noch 1'/, Stunden 
weitergeriihrt. Die schlieBlich gelb gewordene Lésung wird mit 
Natriumpikrat-Lésung versetzt. Das ausgefallene Pikrat des 
Methylierungsproduktes wird mehrmals mit Wasser, schlieBlich 
mit Methylalkohol, dem etwas Ather zugesetzt ist, dekantiert, ab- 
sesaugt und auf der Nutsche mit Ather getrocknet. Ausbeute 
2,8g. Das Pikrat des Methylierungsproduktes ist in Methylalkohol 
léslich. In das salzsaure Salz wurde es durch Schiitteln unter 
Kiihlung mit 100 ccm trockenem und mit Salzsiiure gesittigtem 
Ather iibergefiihrt. Der Riickstand wird noch 3mal mit Salz- 
siiure—Ather behandelt, dann auf einer Glasnutsche abgesaugt, in 
Wasser gelést und mit Aceton gefillt. Das Produkt lést sich 
leicht in Wasser und kuppelt nicht mehr mit Diazobenzolsulfo- 
siure. Zur Analyse wurde es im Vakuum bei 110° getrocknet. 

Pregl-Edlbacher: 


0,0330 g Substanz gaben 0,0060 g AgJ = 2,40°/, OCH, 
0,0294 g AgJ = 5,70°/, CH,/N 


0,0272 g 2 »  0,0052 g AgJ = 2,53°/, OCH, 
0,0255 g AgJ = 6,00°/, CH,/N 
0,0514g 4, »  0,0102 g AgJ = 2,62°/, OCH, 


Mittel: 2,52°/, OCH,; 5,85°/, CH,/N. 
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Dumas: 

3,840 mg Substanz gaben 0,5375 ccm N, (21°, 711 mm) = 15,16°/, N. 

II. 1 g Histon-hydrochlorid wurden in 50 cem 10°/, Natron- 
lauge gelést und mit 5 g Dimethylsulfat gemischt und eine halbe 
Stunde unter Kihlung mit flieBendem Wasser geschiittelt. Danach 
wurde mit 10°/,iger Essigsiure neutralisiert und die klare Lésung 
mit wifBrigem Natriumpikrat gefillt. Das ausgefallene Pikrat 
wird mit Wasser gewaschen und mit methylalkoholischer Salzsiiure 
zerlegt. Die Hauptmenge des Esters bleibt ungelést. Die Aus- 
beute an Rohester betrigt 0,6 g. Sie wurden in 30 ccm Wasser 
gelést, durch eine Glasnutsche filtriert und mit Aceton gefillt. 
Falls sich nicht gleich ein flockiger Niederschlag ausbildet, gibt 
man einen T'ropfen konzentrierte Salzsiure zu. Der Niederschlag 
wird noch einmal umgefallt, mehrmals mit Aceton dekantiert und 
schlieBlich mit Ather getrocknet. Das Methylierungsprodukt 1] 
ist ein hygroskopisches weiBes Pulver, list sich leicht in Wasser 
und reagiert mit Diazobenzolsulfosiiure in sodaalkalischer Lésung. 


Pregl-Edlbacher: 
16,0 mg Substanz gaben 3,2 mg AgJ = 2,64°/, OCH, 
11,0 mg AgJ = 4,40°/, CH,;/N 


26,0 mg 2 » 5,2 mg AgJ = 2,64°/, OCH, 
16,22 mg AgJ = 4,00°, CH,/N 
11,9 mg - » 2,1 mg AgJ = 2,33°/, OCH, 


8,1 mg AgJ = 4,36°/, CH,/N 
Mittel: 2,53°/, OCH,, 4,28°/, CH,/N. 


Kjeldahl: 
31 mg Substanz verbrauchten 3,40 ecm 0,1 n-HCl = 15,40°/, N. 


Histon-hydrochlorid 
direkt aus der Thymusdriise dargestellt. 


800 g zerkleinerte Driise wurden wie oben beschrieben auf 


Nucleo-histon verarbeitet. Dieses wurde in einem Liter Wasser 
unter Riihren suspendiert und mit 15°/, Salzsiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion versetzt und 10 Minuten weiter gerihrt. Das 
Filtrat der ausgefallenen Nucleinsiiure opalesziert. Man gibt nun 
Aceton bis zur starken Triibung zu. Nach liingerem Stehen, oder 
sofort, wenn man einige Tropfen konzentrierte Salzsiure zugefiigt 
hat, setzt sich das Histon-hydrochlorid in Flocken ab. Man de- 
kantiert einmal mit Aceton, saugt ab und wischt den Nieder- 
schlag, solange er noch feucht ist, mit Ather aus, bis das Aceton 
vollstiindig entfernt ist. Fir die Analyse wird das Produkt noch 
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mehrmals aus Wasser mit Aceton umgefillt. Dieses Histon-hydro- 
chlorid ist ebenfalls ein rein weiBes Pulver, sehr leicht in Wasser, 
wenig in Alkohol léslich, unléslich in Aceton und anderen or- 
ganischen Lésungsmitteln. Es wurde im Vakuum bei 110° zur 
Konstanz getrocknet. 


4 Kjeldahl: 
39,12 mg Substanz verbrauchten 4,40 ccm 0,1 n-HCl = 15,75°, N 
42,16 mg ‘~ . 4,70 cem 0,1 n-HCl = 15,61°), N 


Mittel: 15,68°/, N. 


» Van Slyke: 
42,16 mg Substanz (6,58 mg N) gaben 0,70 cem N, (20°, 720 mm) 
= 11,41°', NH,-N des Gesamt-N. 
21,08 mg Substanz (3,29 mg N) gaben unter den gleichen Bedingungen 
0,35 eem N, = 11,41°/). 
Volhard: 
2 mal 39,12 mg Substanz verbrauchten je 0,80 cem 0,1 n-AgNO, 
= 7,25°/, Cl. 


Carius: 
21,380 mg Substanz gaben 2,890 mg BaSO, = 1,86°/, S 
? 8,500 mg ‘es » 1,215 mg BaSO, = 1,96°%, S. 


In methylalkoholiseher Salzsiure léslicher Korper. 


Wie bereits im allgemeinen Teil erwihnt, geht bei der Behandlung 
des Histonpikrates mit methylalkoholischer Salzsiiure eine kleine Menge 





einer eiweiBartigen Substanz in Lésung. Sie kann daraus wieder mit 
| Ather gefillt werden. Bei der Verarbeitung von 400 g Histonpikrat er- 
( hielten wir etwa 0,4 g dieser Substanz. Das Robprodukt wurde noch ein- 

mal aus Wasser mit Aceton umgefillt und bei 110° zur Konstanz ge- 


trocknet. Sie unterscheidet sich durch die Farbenreaktionen und die 
| elementare Zusammensetzung von Histon. Die Biuretreaktion ist positiv, 
dagegen sind die Millonsche, Diazo-, Nitroprussidreaktion und die Reaktion 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd auf Tryptophan negativ. Vermutlich 
handelt es sich um eine ie die durch das Esterverfahren be- 


} seitigt werden kann. 
Kjeldahl: 
0,0598 g Substanz verbrauchten 6,1 cem 0,1 n-HCl = 14,5°/, N 
0,0420 g % s 4,4 cem 0,1 n-HCl = 14,7°/, N. 
| Pregl: 
4,080 mg Substanz gaben 6,990 mg CO, = 46,72°/, C 
2,7 mg - » 2,700 mg H,O = 7,40°/, H. 
Carius: 
23,635 mg Substanz gaben 0,600 mg BaSO, = 0,35°/, S 
5,290 mg * » 2,295 mg AgCl = 10,71°/, Cl. 
Volhard: 
0,0492 g Substanz verbrauchten 1,4 ccm 0,1 n-AgNO, = 10,09° 
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Zusammenfassung. 


Histonpikrat wurde aus der Thymusdriise des Kalbes dargestellt 
und mit methylalkoholischer Salzsiure in das Hydrochlorid des 
Histonmethylesters iibergefiihrt. Ein Vergleich mit Praparaten, 
die auf andere Weise dargestellt und nachtriglich durch Methyl- 
alkohol und Salzsiéiure oder durch Dimethylsulfat in den Ester 
iibergefiihrt wurden, ergibt, daB bei jenem Verfahren, abgesehen 
von einer Umwandlung von Sulfhydryl- in Disulfidgruppen, keine 
Veriinderung des Molekiils statthat. Ferner ergibt sich aus dem 
Methoxylgehalt quantitativ die Zahl der freien Carboxylgruppen. 

Auf 100 Atome Stickstoff enthilt das Histon 7,5 freie ver- 
esterbare Carboxyle. 

Das Histon besitzt vorgebildete Methylgruppen am Stickstoff, 
und zwar 5 auf 100 Stickstoff. 

Das Siurebindungsvermégen, aus dem Chlorgehalt des Hster- 
hydrochlorids berechnet, betrigt 20 Aquivalente waif 100 Stickstoff. 


Literatur. 


1. K. Felix und K. Dirr, Diese Z. 184, 111 (1929). 
2. K. Felix und A. Harteneck, Diese Z. 165, 103 (1927). 
3. K. Felix und A, Lang, Diese Z. 188, 96 (1930). 
4, F. Kutscher, Diese Z. 38, 132 (1903). 
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Zur Kenntnis der Gallensdiuren. 
XXXI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1931.) 


I. Oxydation des Isobiliansdiure-oximlactams mit alkalischer 
Permanganatlosung. 


In der letzten Mitteilung?) ist u. a. eine krystallinische Ver- 
bindung beschrieben worden, die bei der Oxydation der Oximino- 
amino-tetracarbonsiure C,,H,,N,O, (II) mit alkalischer Per- 
manganatlésung gebildet wird. Das Oxydationsprodukt steht in 
seiner Zusammensetzung dem Ausgangskérper noch nahe, ins- 
besondere besitzt es noch die beiden Stickstoffatome der Aus- 
gangssubstanz. Dabei laBt sich aber die Oximgruppe nicht mehr 
nachweisen, es muB also an dieser Gruppe eine Verinderung 
elngetreten sein. Welcher Art diese Veriinderung ist, hat sich 
noch nicht feststellen lassen, da vorerst andere Versuche mit 
der Oximinoaminosdure ausgefiihrt wurden (s. unter II). Die Tat- 
sache, daB das ebengenannte Oxydationsprodukt noch die beiden 
N-Atome der Oximinoaminosaure enthialt, ist insofern auffallend, 
als das der Aminoséiure entsprechende Biliansiure-oximlactam 
unter der Kinwirkung alkalischer Permanganatlésung die NOH- 
Gruppe (unter Oxydation) verliert und in die Ketolactamtricarbon- 
siure C,,H,,.NO, iibergeht.?) Eine Substanz mit zwei Stickstoff- 


244435 
atomen wird hier anscheinend nicht gebildet. 


) Diese Z. 196, 276 (1931). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 187 (1928). 








42 Martin Schenck, 


In der Zwischenzeit ist noch eine andere, der Oximino- 
aminosiiure verwandte Verbindung, niimlich Isobilianséure-oxim- 
lactam (I), in ihrem Verhalten gegen Permanganat gepriift worden. 
(Die diesem Lactam entsprechende Aminosiiure ist noch nicht her- 
gestellt worden). Es ergab sich, daB unter ihnlichen Bedingungen 
wie beim Biliansiiurederivat auch beim Isobiliansiureabkémmling 
eine Abspaltung der NOH-Gruppe unter Oxydation eintritt und die 
isomere Ketolactamtricarbonsiure C,,H..NO, (II) entsteht. Diese 
Ketosiiure lieB sich leicht durch das friiher angegebene, charak- 
teristische Verhalten nach Kochen mit Salzsiure usw. kenn- 
zeichnen. Anhaltspunkte dafiir, daB auber dem Ko6rper II noch 
eine Verbindung mit zwei Stickstoffatomen im Molekiil sich ge- 
bildet hatte, waren nicht vorhanden. 


II. Umlagerung der Oximino-amino-tetracarbonsaure 
C,,H,.N,0, (Biliansaurereihe). 


In friiheren Untersuchungen ist gezeigt worden, daB sich 
Biliansiure-dioxim und Isobiliansiure-dioxim unter dem Kinflus 
heiBer, 90°/, iger Schwefelsiure nach Beckmann umlagern, der- 
gestalt, dai nur Ketoximring II die Umlagerung erfahrt, Ketoxim- 
ring IJ] aber unverindert bleibt.) Dieselbe Unverinderlichkeit 
des Ketoximringes III lieB sich feststellen beim Biliansiure-12- 
monoxim”), beim T'rioxim der Dehydrocholsiure*) und bei der 
Oximinohydroxamsiiure C,,H,,N,O,.°) Der Ausdruck Unverinder- 
lichkeit soll iibrigens nur unter der EKinschrankung gelten, da 
unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen eine Umlagerung 
nicht beobachtet wurde; ob aber unter anderen Bedingungen 
nicht doch Ring III sich umlagern kann, muB dahingestellt 
bleiben. Auch bei der von W. Borsche und H. Wieckhorst 
beschriebenen Umlagerung des §-Diketocholanséure-dioxims diirfte 
nur Ring II erweitert worden, Ring III aber unverindert geblieben 
sein.2) W. Borsche und H. Wieckhorst haben auch das Oxim 
der Pseudodesoxybiliansiure umgelagert. Fiir dieses Oxim sind 
von vornherein zwei Formeln méglich (V und VI). Zugunsten 
der Formel V_ sprechen die Ergebnisse der Untersuchungen 
von W. Borsche und H. Wieckhorst, sowie von H. Wieland 





11 M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 177, 280 (1928). 
2) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 180, 107 (1929). 
8) Diese Z. 194, 33 (1931). 
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EK. Honold und J. Pascual-Vila. Der Umstand aber, dab 
Pseudodesoxybiliansiure-oxim sich anscheinend glatt zum Isoxim 
umlagern laBt, ist nach M. Schenck und H. Kirchhof besser 
mit der Formel VI in Kinklang zu bringen.') Entschieden ist die 
Frage noch nicht (vgl. dazu unten). 

Die Oximino-amino-tetracarbonsiiure C,,H,,N,O, (11) enthilt 
von den vier urspriinglichen Cholsiureringen noch zwei (III und 
IV), wihrend die Ringe I und II aufgesprengt sind. Es war von 
Interesse, die Kinwirkung heiBer, 90°/, iger Schwefelsiiure auf die 
Oximinoaminosiiure zu untersuchen, denn man konnte unter Um- 
stiinden damit rechnen, daB gerade die Sprengung des Ringes II, 
etwa infolge veriinderter Spannungsverhiiltnisse, die Umlagerung 
des Ketoximringes III erméglichte. In den obengenannten, nicht 
umlagerungsfahigen Verbindungen ist ja, wenn man von dem 
noch nicht geklirten Falle des Pseudodesoxybiliansiiure-oxims 
absieht, Ring II geschlossen. In der Tat lieB sich nun die 
Oximinoaminosiure II] in eine isomere Verbindung, in der die 
Oximgruppe nicht mehr nachweisbar ist, umlagern. Sehr wahr- 
scheinlich handelt es sich um eine ,gewdhnliche*é Beckmann- 
sche Umlagerung, d.h. um eine Lactambildung, so daB man dem 
neuen Stoff das Strukturbild IV zuerteilen kann. Ks ist also hier 
zum ersten Mal die Umlagerung des Ringes III (NOH-Gruppe an 
C1") gelungen. Sollte fiir diese Umlagerung tatsiichlich die Aut- 
spaltung des Ringes II Bedingung sein, so koénnte unatiirlich 
auch fir das Pseudodesoxybiliansiiure-oxim (s. oben) Ketoxim- 
ring IIT als umlagerungsfahig angenommen werden, entsprechend 
Formel V, denn in dieser Formel ist ja Ring I] gedéffnet (Ring I 
allerdings geschlossen). In den nachstehenden Strukturformeln 
sind die urspriinglichen Ringe I und III noch als Sechsringe 
aufgefaBt, nach der letzten Verdéffentlichung von H. Wieland, 
L. Ertel und W.Schénberger?’) ist es aber nicht unwahr- 
scheinlich, daB beide Ringe siebengliedrig sind, indem zwischen 
die beiden, den Ringen gemeinsamen Kohlenstoffatome die Gruppe 
—CH(CH,)— einzuschieben ist. Ferner ist in den Formeln die 
Stellung der NH-Gruppen zu den benachbarten Carbonylen bzw. 
der NH,-Gruppe zum entsprechenden Carboxyl willkiirlich an- 
genommen. In Formel V ist auch die Lage der beiden aus Ring I] 
lhervorgegangenen Carboxyle hypothetisch. 





*) a. a. O. 
*) Diese Z. 197, 31 (1931). 
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Beschreibung der Versuche. 
Die Bereitung des Isobiliansiiure-oximlactams geschah 


1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 172, 159 (1927). 
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dationsversuch (0,5 g Subst., 6ccm 10°/, iger NaOH, 0,5 g KMnO,, 
30 ccm Wasser) lieB man das Permanganat bei Dampfbadtempe- 
ratur einwirken. Nach Absaugen und Ansiuern des Filtrats 
resultierte eine etwas gelb gefirbte Fallung, die sich nicht in 
krystallisierte Form bringen lassen wollte. Kin zweiter Versuch 
wurde deshalb unter schonenderen Bedingungen ausgefiihrt. 0,5 g 
Isobiliansiure-oximlactam brachte man mit 12,5 ccm 1°/) iger 
Natronlauge und 0,35 g Kaliumpermanganat, gelist in 20 ccm 
Wasser, zusammen und iiberlieB das Gemisch bei Raumtempe- 
ratur etwa 21 Stunden sich selbst. Nach dieser Zeit hatte sich 
zwar in reichlicher Menge Mangansuperoxyd ausgeschieden, die 
Fliissigkeit war aber noch deutlich rot gefairbt. Nach dem Ab- 
saugen gab man zur Entfairbung ganz wenig festes Natrium- 
bisulfit zum Filtrat hinzu und fallte das Reaktionsprodukt durch 
Salzsiure aus. Dabei machte sich der Geruch nach nitrosen 
(sasen bemerkbar und ein iiber die Fliissigkeit gehaltener, mit 
Diphenylamin-Schwefelsiiure befeuchteter Glasstab wurde blau 
gefarbt. Die farblose Fallung wurde aus Wasser umkrystallisiert, 
wobei diinne, etwas verfilzte Prismen vom Zersetzungsp. 245° 
(vorher Sintern) in einer Ausbeute von etwa 0,24 g gewonnen 
wurden. Fiir die Analyse trocknete man bei 120°. 


0,1619 g Substanz lieferten 4,25 cem N (14,5° und 762,5 mm Hg). 
C,,H;;NO, Ber. 3,01°/, N Gef. 3,13°/, N 


Zum Vergleich fiihrte man eine kleine Probe des Oxim- 
lactams in dhnlicher Weise, wie friiher beschrieben'), durch kurz- 
dauerndes Kochen mit Salzsiure in das Ketolactam iiber, das 
nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser ebenfalls in 
diinnen Prismen vom Zersetzungsp. 245° (vorher Sintern) erhalten 
wurde. Friiher war fiir wohl etwas reineres Material als Zer- 
setzungsp. 248—250° (vorher Sintern) gefunden worden. — Um 
das Oxydationsprodukt weiter zu charakterisieren, kochte man 
den von den 0,24 g noch verbliebenen Rest mit 5ccm 20°/, iger 
Salzsiure in einem kleinen Rundkélbchen 1 Stunde lang am 
RiickfluBkiihler. Nach dem Erkalten gab die Fliissigkeit beim 
Schiitteln allmihlich eine krystallinische Ausscheidung, die nach 
dem Umkrystallisieren aus 20°/, iger Salzsiure farblose Blattchen 
vom Zersetzungsp. 252—253° lieferte, entsprechend friiher fiir das 
Chlorhydrat der Ketoaminosiure gemachten Beobachtungen.') 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 185, 191 u. 192 (1929). 
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Zu II. Die Oximinoaminosiiure II] wurde aus der Keto- 
lactamtricarbonsiure C,,H,,NO, (Biliansiiurereihe) hergestellt. Von 
der in der letzten Mitteilung gegebenen Vorschrift bin ich aber 
insofern abgewichen, als die nach Kochen des Ketolactams mit 
Salzsiure erhaltene und mit Hydroxylaminchlorhydrat versetzte 
Lésung nicht im Vakuumexsiccator, sondern auf dem Dampfbad 
zur Trockne gebracht wurde. Hs hinterblieb ein braungefirbter 
Riickstand, der beim Stehen gré8tenteils strahlig-krystallinisch 
wurde. Weitere Verarbeitung wie friiher. Die Ausbeute an ein- 
mal aus Wasser umkrystallisiertem Material war nach dem ab- 
geinderten Verfahren zum mindesten nicht schlechter als nach 
der alten Vorschrift, meist sogar wesentlich besser. So wurden 
in einem Falle aus 1g Ketolactamsiure 0,49 g Oximinoamino- 
siure erhalten (friiher aus 1 g etwa 0,35 g). 

Bei den Umlagerungsversuchen lie} man anfangs die Schwefel- 
siiure in der bei friiheren Oximumlagerungen eingehaltenen Zeit- 
dauer von etwa 20 Minuten einwirken, allem Anschein nach blieb 
aber unter diesen Bedingungen die Oximsiiure z. I’. unverindert. 
Man verfuhr deshalb spiiter wie folgt. 0,5 g Oximinoaminosiure 


wurden mit 6 ccm 90°/, iger Schwefelsiure 1 Stunde lang auf 


dem stark siedenden Dampfbad erhitzt, die Lésung nahm dabei 
eine braune Farbe an. Nach dem Abkihlen goB man die 
Fliissigkeit auf zerkleinertes Kis und gab eisgektihlte 22°/, ige 
Natronlauge bis zur alkalischen Reaktion hinzu. Dann wurde 
mit Essigsiiure schwach angesiiuert (Lackmus) und der klaren 
Lisung 5°/,ige Kupferacetatlésung im UberschuB zugesetzt. 
Die entstandene hellblaugriine Fallung saugte man nach mehr- 
stiindigem Stehen ab, wusch sie mit Wasser gut aus, schwemmte 
sie in Wasser auf und leitete in die erhitzte Mischung Schwefel- 
wasserstoff ein. Vom Schwefelkupfer wurde heiB abgesaugt und 
das fast farblose Filtrat auf dem Dampfbad stark konzentriert; 


es schieden sich dabei noch kleine Mengen von Schwefelkupfer 


aus, die durch Filtrieren beseitigt wurden. Das neue Filtrat 
blieb beim weiteren Eindampfen klar, erst nach sehr starkem 
EKinengen schied sich eine amorphe, etwas gelb gefarbte Substanz 
aus. Durch wiederholtes Abdampfen mit Wasser lieB sie sich 
zum groBen Teil in krystallinische Form bringen: fast farblose, 
in Wasser schwerldésliche Tafeln, die teils vereinzelt lagen und 
fiinfeckige Gestalt zeigten, meist aber zu Drusen zusammen- 
gelagert waren. (Auch durch wiederholtes Kindampfen mit Alkohol 
kann die Uberfiihrung des amorphen Stoffes in den krystallinischen 
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Zustand bewerkstelligt werden). Nach nochmaligem Kinengen des 
GGemisches wurden die Krystalle abgesaugt, mit wenig heibem 
Wasser gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute war schwan- 
kend, sie betrug in einem Falle 18—19°/, der eingesetzten 
Oximsiure, meist aber war sie geringer (etwa 10°/,). Es war 
dann etwas mehr von einer amorphen, braungefirbten, lackartigen 
Substanz entstanden. In der stark eingengten Mutterlauge der 
Tafeln fanden sich nach 24 Stunden neben tafelférmigen Krystallen 
sehr sparlich auch Nadeln. Anscheinend dieselben Nadeln erhielt 
man in kleiner Menge, als man das Filtrat von der Kupferfillung 
mit 10°/,iger Natronlauge vorsichtig abstumpfte und die hier- 
durch erzeugte zweite Kupferfillung in derselben Weise wie die 
erste behandelte. Uber die Natur dieser Nadeln liBt sich vor- 
liufig noch nichts aussagen. Die in der beschriebenen Weise 
sewonnenen, fast farblosen Tafeln konnten als geniigend rein 
angesehen werden, da sich ihr Zersetzungsp. 258° (vorher Sintern) 
nach dem Umkrystallisieren nicht inderte. Das Umkrystallisieren 
geschah in der Weise, daB man die schwerldsliche Substanz in 
einer hinreichenden Menge siedendheiBen Wassers léste und die 
Lésung wieder stark konzentrierte. Ohne Kinengen blieb die 
Lésung klar oder lieferte nur minimale Mengen von Krystallen. 
Die Analyse der Tafeln (Trocknen bei 120°) ergab, daB sie die 
cleiche Zusammensetzung wie das Ausgangsmaterial besaBen. 
I, und [I.: Priiparate verschiedener Darstellung. 
I. 0,1276 g Substanz gaben 0,2709 g CO,, 0,0859 g H,O. 
0,1197 g ™ lieferten 5,7 eem N (17,5° und 759 mm Ilg). 


II. 0,1032 g “ ‘ 5,2 cem N (24° und 750,1 mm Hg). 
C,,H3,N,0, Ber.: 57,80°/, C 7,68°/, H 5,62°/, N 
Gef.: 57,92 7,53 5,59, 5,72 


In dem Umlagerungsprodukt libt sich die Oximgruppe der 
Ausgangsverbindung nicht mehr, nach Erhitzen mit Salzsiiure 
usw. mit Fehlingscher Lésung nachweisen. 20mg des Um- 
lagerungsproduktes wurden in 2 ccm 20°/,iger Salzsiure gelost 
und die Lésung in einem Reagenzglas 10 Minuten lang in sieden- 
des Wasser gestellt, nach dem Erkalten gab man 2 ccm 22°/, iger 
Natronlauge und nach abermaligem Abkiiblen 1ccm Fehlingscher 
Lésung hinzu. Es blieb auch bei liingerem Stehen die Lésung 
klar und blaugefirbt (mit einem schwachen violetten Farbton). 
20 mg der Ausgangssubstanz, in genau der gleichen Weise be- 
handelt, gaben fast sofort kriftige Reduktion. 











Die Bromierung von Dehydro-desoxycholsaure. 
Von 


Takami Noguchi. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am ‘). Mai 1931.) 


Nachdem vor kurzem iiber die Darstellung der Tribrom- 
dehydro-desoxycholsiure berichtet worden ist), sollen im nach- 
stehenden noch die einfach und zweifach bromierte Saure 
beschrieben werden. Man erhilt sie durch .Bromierung von 
Dehydro-desoxycholsiure in der Kalte. Ebenso wie bei Dehydro- 
cholsiiure (a. a.O.) kommt die Reaktion langsam in Gang und 
wird durch den entstehenden Bromwasserstoff katalytisch be- 
schleunigt. Die Einfiihrung eines zweiten Bromatoms geht lang- 
samer vor sich. 

Es ist kaum zweifelhaft, daB das erste Bromatom in Ring I 
und zwar wabhrscheinlich an C, tritt. Dariiber, wo die weitere 
Substitution stattfindet, liBt sich noch nichts aussagen. Vor- 
sichtige Verseifung von Dibrom-dehydro-desoxycholsiure hat 
eine schén krystallisierte Oxy-diketo-cholensiure ergeben, deren 
oxydativer Abbau wohl Niaheres iiber den Eintritt des Broms 
aussagen wird. 


Monobrom-dehydro-desoxycholsaure. 


1g Dehydro-desoxycholsiure wird in 20ccm Kisessig gelést. 
Dazu liBt man bei etwa 15° 2,4 ccm 2n-Brom-Kisessiglésung 
langsam hinzutropfen. Die Reaktion setzt erst nach einigen 
Minuten ein, geht aber rasch zu Ende. Die Lésung wird nun 
im Vakuum eingedampft, und der schmierige Riickstand mit 
wenig Ather digeriert; es kommen sofort feine, tafelférmige Kry- 
stalle heraus, die abgesaugt und mit wenig Ather gewaschen 
werden. Ausbeute 0,6 g. 


1) Diese Z. 194, 258 (1931). 
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Zur Analyse wurde das Produkt aus heibem Kssigester 
umkrystallisiert. 

Wenn man die Kssigesterlésung einengt, scheiden sich farb- 
lose, kurze Prismen mit aufgesetzten, flachen Pyramiden aus. 
Schmelzp. 172° (bei 100—105° Aufschiumen) unter Zersetzung 
und schwacher Rotfirbung. 


Die Krystalle enthalten '/, Mol Essigester, der bei 100° im Vakuum 
entfernt wird. 


5,006, 3,27 mg Substanz verloren 0,376, 0,307 mg. 


1/, CH,CO,C,H, Ber. 7,90°/, Gef. 7,51, $,02°/ 
4,630 mg Substanz gaben 10,4 mg CO,, 3,06 mg H,0O. 
3,520 mg a 0,589 mg Br. 
C,,H,,0,Br (467) Ber. C 61,65°), H 7,55°%/, Br 17,11° 
Gef. ,, 61,32 yy 1539 , 16,73 


Dibrom-dehydro-desoxycholsaure. 


1g Dehydro-desoxycholsiiure wurde in 6ccm Kisessig gelist 
und der Bromierung mit 2,5 ccm 4 n-Brom-Eisessiglésung bei 
15—20° unterworfen. Das Zutropfen der Bromlésung muB in 
dem Ma8e erfolgen, als das Reagens verbraucht wird. 

Nach eintiigigem Stehenlassen wird die Lisung in wenig 


_S$O,-haltiges Wasser eingegossen, den weifen flockigen Nieder- 


schlag saugt man ab, wiischt ihn mehrere Male mit Wasser und 
trocknet ihn. Ausbeute 1,3 g. 

Man extrahiert das Produkt aus der Hiilse mit Ather und 
krystallisiert die aus Ather herauskommenden kurzen Prismen 
‘0,9 g) zweimal aus heibem Essigester um. 

Farblose lange Prismen mit aufgesetzten flachen Pyramiden. 
Schmelzp. 160—165° (bei 146—147° Aufschiiumen) unter Zer- 
setzung und Schwarzfirbung. 

Die Krystalle enthalten '/, Mol Essigester, der bei 100” im 
Vakuum abgegeben wird. 

3,471 mg Substanz verioren 0,262 mg. 

1/, CH,CO,C,H, Ber. 7,29°/, Gef. 7,55 

4,066 mg Substanz (im Vakuum bei 100° getrocknet) gaben 7,72 mg CQ,, 

2,27 mg H,0. 


3,931 mg Substanz (im Vakuum bei 100° getrocknet) gaben 2,67mg AgBr. 


C,,H,,0,Br, (546) Ber. C 52,74°, H 6,28° Br 29,27° 
Gef. - 51.78 - 6,20 "6 238,90 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC. i 
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Entbromierung von Dibrom-dehydro-desoxycholsaure 
mit Barium-hydroxyd. 


1,5 ¢ essigesterhaltige Dibromsiure wurden in 35 ccm 0,315 n- 
Ba(OH), unter Schiitteln und Reiben zum gr6Bten Teil in Lisung 
gebracht. Zu der schwach gelben Lésung fiigte man noch 18 ccm 
der gleichen Barytlésung hinzu und lieB 4 Stunden lang bei 
Zimmertemperatur stehen. Man filtrierte von wenig unléslichem 
Bariumsalz ab, machte darauf das Filtrat mit n-Salzsiure schwach 
kongosauer und saugte den ausgefillten weiBen, flockigen Nieder- 
schlag ab. Die getrocknete Substanz (0,7 g) wurde aus der Ex- 
traktionshiilse mit Ather extrahiert. Aus der Extraktionsfliissig- 
keit krystallisieren nach einem Tage farblose Warzen aus, die 
noch zweimal aus 60°/,iger Essigsiiure umkrystallisiert wurden. 
Farblose rhomboedrische Blittchen vom Schmelzp. 248° (Zer- 
setzung und Rotfirbung). 

Die Siiure enthiilt '/, Mol Essigsiiure fest gebunden, das erst beim 
Trocknen bei 110° im Vakuum ganz abgegeben wird. 


5,112 mg Substanz verloren 0,230 mg. 


1, CH,CO,H Ber. 6,94°/, Gef. 4,50°/, 

4,882 mg Substanz gaben 12,77 mg CO,, 3,66 mg H,O. 
C,,H,,0; (402) Ber. C 71,60°, H 8,52°/, 

Gef. ,, 71,34 . 8,39 


Diese Oxy-diketocholensiiure ist gegen Permanganat stark ungesittigt 
und lést sich ohne Firbung in Alkalien. 
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Uber die Fettsiuren der atherlislichen Phosphatide 
und der Protagonfraktion des Gehirns. 


(3. Mitteilung titber Phosphatide.)?) 
Von 
E. Klenk. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Juni 1931.) 


In Fortfiihrung der Arbeiten iiber die Fettsiuren der lipoiden 
Gehirnstoffe, die sich bisher auf einzelne, chemisch mehr oder 
minder wohl definierte Lipoidfraktionen beschriinkten, wurde nun 
der Versuch gemacht, durch méglichst vollstindige Erfassung der 
Gesamtfettsiiuren einen allgemeineren Uberblick iiber die nicht 
ganz einfach liegenden Verhiltnisse zu gewinnen. Schon aus rein 
methodischen Griinden war es zwecxmiabig, die Fettsiiuren der 
itherléslichen Phosphatide und die des iitherunlislichen, soge- 
nannten Protagons getrennt voneinander zu untersuchen. Gewisse 
Schwierigkeiten, die diesem Arbeitsplan durch die ‘latsache ent- 
gegenstanden, daB die Rohfraktion der iitherléslichen Phosphatide 
infolge Léslichkeitsbeeinflussung gréBere Mengen von Protagon 
enthialt, heBen sich tiberwinden durch Spaltung dieser Rohfraktion 
nach einem friiher beschriebenen Verfahren, das unter so milden 
Bedingungen zu arbeiten gestattet, dab dabei das vorhandene 
Protagon nicht oder ganz unwesentlich veriindert wird und dann 
von den Spaltprodukten leicht so gut wie quantitativ abgetrennt 
werden kann. 


*) 2. Mitt.: Diese Z. 194, 191 (1931). 
4 * 
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Die Fraktion der gesiittigten Fettsiuren von den ither- 
léslichen Phosphatiden erwies sich als ein Gemisch von Palmitin- 
und Stearinsiiure. Durch fraktionierte Destillation der Methyl- 
ester im Hochvakuum mit Hilfe eines fiir den vorliegenden Zweck 
eigens konstruierten Apparats mit gut wirkender Fraktionier- 
kolonne, lief sich die Anwesenheit von selbst nur kleinen Mengen 
héher- oder niedrigermolekularen Siiuren ausschlieBen. 

Eine wesentlich kompliziertere Zusammensetzung zeigte da- 
gegen die Fraktion der ungesiittigten Fettsiuren, deren Menge 
etwa zwei Drittel der aus den iitherléslichen Phosphatiden er- 
haltenen Gesamtfettsiuren ausmachte. Nach den bei der Unter- 
suchung der Kephalin-!) sowie der Lecithinfraktion*) gemachten 
Erfahrungen muBte hier neben den Ietts’uren der C,,...-Gruppe 
vor allem noch eine hoch ungesiattigte Fettsiure der C,,...-Gruppe 
vorhanden sein. Nachdem das Gemisch katalytisch hydriert war, 
lieB sich aber durch fraktionierte Destillation der Methylester mit 
Hilfe des erwihnten Fraktionierapparats auBer der zu erwartenden 
Stearin- und Behensiiure (C,,H,,O0,) noch Palmitm- und n-Kikosan- 
siiure (C,,H,,O,) isolieren. Letztere konnte, trotzdem sie nur in 
verhiltnismaibig kleinen Mengen vorkommt, in reiner Form er- 
halten werden. Wihrend die Anwesenheit der unbedeutenden 
Menge von Palmitinsiiure sich durch die unvollkommene Ab- 
trennung der gesiittigten Siuren erkliiren diirfte, muB die n-Kiko- 
sansiiure durch Hydrierung einer entsprechenden ungesiittigten 
Siiure entstanden sein, da — wie oben schon erwihnt — unter 
den gesiittigten Siiuren sich solche mit mehr als 18 C-Atomen 
auch nicht spurenweise vorfinden. Uber den Grad der Un- 
gesiittigtheit lassen sich noch keine genaueren Angaben machen, 
doch spricht manches dafiir, daB es sich ebenso wie bei der 
Siure der C,,...-Gruppe um eine hdhere unges&ttigte Fettsiure 
handelt. 

Da bei der Untersuchung der Kephalinfraktion sich keinerlei 
Anzeichen dafiir ergaben, daf darin eine ungesittigte Saiure der 
C,,...-Gruppe vorkommt, so kénnte man versucht sein, die Saiure 
ausschlieBlich als Spaltprodukt des Lecithins aufzufassen. Es 
scheint mir aber wahrscheinlicher, daB es mit Hilfe der da- 
maligen noch recht unvollkommenen Fraktionierungsmethode nicht 
méglich war, kleinere Mengen von C,,...-Siiure in einem Gemisch, 
1) Diese Z. 192, 217 (1930). 
*) Diese Z. 194, 191 (1931). 
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das der Hauptsache nach aus C,,...- und C,,...-Siiuren bestand, 
aufzufinden. 

Im Protagon muB der Hauptteil der Fettsiiuren in amid- 
artiger Bindung und daher in schwer abspaltbarer Form vorliegen, 
da es im wesentlichen ein Gemisch von Cerebrosiden und 
Sphingomyelinen ist. Nachdem W. Merz’) aus Gehirnprotagon 
ein itherunlésliches Phosphatid vom Typ des Lecithins isoliert 
hat, ist aber anzunehmen, daB darin auch esterartig gebundene 
und daher leicht abspaltbare Fettsiiuren vorhanden sind. Ks 
sollte deshalb versucht werden, diese beiden Gruppen von Fett- 
siuren getrennt zu erfassen. 

Der durch kurze Vorbehandlung mit methylalkoholischer 
Lauge abgespaltene und wohl vorwiegend esterartig gebundene 
Teil der Fettsiuren ist gering. Er betrigt nur ein Sechstel der 
Gesamtfettsiuren des Protagons. Die Hauptbestandteile sind 
Palmitin- und Stearinsiure. AuBerdem lieB sich noch Nervon- 
siiure (C,,H,,O,) nachweisen. Es ist fraglich, ob diese urspriing- 
lich ebenfalls in esterartiger Bindung vorlag. Wahrscheinlich ist 
sie in Form eines leicht léslichen unvollstindigen Spaltprodukts 
der Cerebroside oder Sphingomyeline in die vorliegende Fraktion 
mit hineingegangen und daraus im Verlauf der weiteren Ver- 
arbeitung frei gemacht worden. Besonders hervorzuheben ist, 
daB diese Fraktion die Gesamtmenge der Palmitinsiiure des 
Protagons enthilt. 

Der amidartig gebundene Teil der Fettsiiuren besteht vor- 
wiegend aus den als Spaltprodukte der Cerebroside wohl be- 
kannten 4 Fettsiiuren der C,,...-Gruppe (Cerebronsiiure, Ligno- 
cerinsiure, Oxynervonsaiure und Nervonsiiure). Im iibrigen lieb 
sich nur noch das Vorhandensein von Stearinsiiure zweifelsfrei fest- 
stellen. Insbesondere fehlt Palmitinsiiure véllig. Es besteht aber 
die Méglichkeit, daB neben der Nervonsiure in wesentlich kleineren 
Mengen noch eine ihnliche, jedoch héher molekulare Siiure vor- 
kommt. Sieht man von diesem letzten nicht geniigend geklirten 
Punkt ab, so finden sich in dieser Fraktion ausschlieBlich die 
als Spaltprodukte der Cerebroside und der Sphingomyeline er- 
kannten Fettsiuren. 

Die folgende Zusammenstellung gibt einen Uberblick iiber 
die erhaltenen Resultate und enthilt die Mengen der einzelnen 
Fettsiuregruppen in annihernder Schiitzung. 


) Diese Z. 196, 10 (1931). 
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1880 g von von Cholesterin befreitem Gehirnpulver (Menschen- 
gehirn) ergaben: 


Menge der freien Siuren 























iitherlésliche Protagon 
Phosphatide Gesamtmenge 
(398,5 g)*) (340 g) 
Frakt.d. Frakt.d.| Frakt.d. Frakt. d. a 
gesiittigt. _unge- aneeree —= 3 = 
Fetts.**) Potte**) | Fete) | Fett. | > Loz 
g g ge | sg 3° 
aa 13,9 4,1 6,4 24,4 8 
res: &: a lt 87,1 | 69,1 8,8 11,9 |1269 42 
ii, 4 de ards 15,2 15,2 5 
Die cies: oh | 34,6 846 12 
Ba a a | 4,1 93,7 97,8 33 
Cerebronsiure . | 35,0 
Lignocerinsiiure | | 11,0 
Oxynervonsiiure | | 19,3 
Nervonsiiure. . 4,1 | 28,4 
| 298,9 


*) Nach Abzug des zuriickgewonnenen Protagons. 
**) Aus Methylester berechnet. 


Als Hauptergebnis ist das Vorhandensein einer ununter- 
brochenen Reihe von paarigen Fettsiiuren mit 16 bis 24 gliedriger 
C-Kette hervorzuheben. Ebenso bemerkenswert aber ist, dab 
unter diesen jene der C,,...- und C,,...-Gruppe eine schon durch 
die Menge ihres Vorkommens deutlich ausgepriigte Sonderstellung 
einnehmen. Dieses auffillige Hervortreten von zwei Siuregruppen 
mit einer C-Zahl, die ein Vielfaches von 6 ist, riihrt zu einem 
betriichtlichen Teil von dem sehr reichlichen Vorhandensein der 
ausschlieBlich nur solche Siuren enthaltenden Cerebroside und 
Sphingomyeline im Gehirn her, und diirfte somit im wesentlichen 
mit der von mir angenommenen besonderen Art der Entstehung 
dieser Kérper aus Zucker*) in Zusammenhang zu bringen sein. 


*) Diese Ansicht ist friither | Diese Z. 185, 169 (1929)] fiir die Cerebro- 
side niiher begriindet worden. Nachdem W. Merz [Diese Z. 195, 59 (1930) | 
bei den Sphingomyelinen in bezug auf die Fettsiiuren analoge Verhiltnisse 
angetrotiten hat, ist mit Riicksicht auf die sehr nahe Verwandtschaft mit 
den Cerebrosiden fiir diese Gruppe von Phosphatiden dieselbe Art der 
Entstehung anzunehmen. 
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Was die Fettsiuren der C,,...- und C,,...-Gruppe betrifit, 
so werden diese zweifellos im ‘Stoffwechsel “ingendwie mit jenen 
der C,,...-Gruppe verkniipft sein. Man faBt sie wohl am besten 


als davoh 6-Oxydation und eventuell gleichzeitige Dehydrierung 
entstandene Abbauprodukte der C,,...-Siiuren auf. Wihrend 
diese wahrscheinlich ausschlieBlich Spaltprodukte der Cerebroside 
und Sphingomyeline sind, beschriinkt sich das Vorkommen jener 
auf die itherléslichen Phosphatide Lecithin und Kephalin. Es 
ergibt sich so eine beachtenswerte Beziehung zwischen diesen 
beiden so verschiedenartigen Hauptklassen von lipoiden Gehirn- 


stoffen. 
Gewinnung des Ausgangsmaterials. 

1880 g trockenes Gehirnpulver (Menschengehirn), welches durch 
Acetonextraktion von Cholesterin*) befreit war, wurde in einem 
groBen Soxhletapparat unter Benutzung des Verlingerungsstiicks !) 
mit frisch destilliertem Ather erschépfend extrahiert und der 
iitherische Extrakt auf ein Volumen von genau 2 Liter eingeengt. 

2 ccm davon gaben 0,3755 g Trockenriickstand. 
Daher Gesamtmenge des Atherextrakts (I): 375,5 g. 

Das Protagon wurde auf die iibliche Weise aus dem mit 
Ather vorbehandelten Gehirnpulver durch 6fteres Auskochen mit 
85°/, igem Alkohol gewonnen. Die noch alkoholfeuchte Sub- 
stenn suspendierte man zur Entfernung des vorhandenen ither- 
léslichen Materials in viel Ather (etwa 10 Liter), schiittelte mehrere 
Stunden, heberte nach eintagigem Stehen die iiberstehende, voll- 
kommen klare Lésung ab und vervollstiindigte schlieBlich die 
‘T'rennung durch Zentrifugieren. Menge des so gewonnenen Pro- 
tagons: 267 g. 

Aus der itherischen Lésung und dem alkoholischen Filtrat 
konnten durch Abdestillieren des Lésungsmittels (die alkoholische 
Lisung im Vakuum) noch insgesamt 96 g iitherlésliches Material 
II) erhalten werden. 


Atherlésliche Phosphatide. 


Die Hauptfraktion (1) und das bei der Protagondarstellung 
gewonnene Material (II) wurden zunichst getrennt aufgearbeitet. 
Die ins erfulgte nach der friiher beschriebenen Methode’*) 


*) Menge des Rohcholesterins: 333 g. 
1) Diese Z. 166, 272 (1927). 
*) Diese Z. 192, 221 (19380). 
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mit konzentrierter methylalkoholischer Kalilauge in atherischer 
Lésung (Volumen der Hauptfraktion 3 Liter an Stelle der nach 
Vorschrift erforderlichen 5 Liter). Es wurden erhalten: 

















II 
— SS SS aan — —— — —EEE 8 _ 8 — 
Fraktion der gesi alittigten ‘Fettaiiure Ra, 6 6 & Be @ 64,4 4 
Fraktion der ungesitt. Fettsiiuren (+ Unverseif on 175 87,5 
Pk 4 Re ee ee Ee ee eH OS 48 25 


Das Phosphatid II verhielt sich infolge des ungewoéhnlich 
hohen Gehalts an protagonartigen Substanzen insofern etwas ab- 
weichend, als ein Teil des Protagons unter der Fraktion der ge- 
siittigten Fettsiiuren sich vorfand. Die Abtrennung erfolgte durch 
Umlésen aus Aceton und Behandeln der Abscheidung mit Ather. 
Die Fettsiiuren erhielt man aus der Aceton- und Atherlésung. 

In der Fraktion der gesiittigten Fettsiuren von I waren 
noch betrichtliche Mengen von ungesiittigten Siiuren und in der 
Fraktion der ungesittigten Fettsiiuren von II noch bedeutendere 
Mengen von gesittigten Siuren vorhanden, so daB in diesen 
beiden Fiillen eine weitergehende Abtrennung von gesittigten und 
ungesittigten Siiuren mit Hilfe der Bleisalz—Ather-Methode vor- 
genommen wurde. 


Gesattigte Fettsauren. Gesamtmenge aus I und II: 56,8 g. 
Sie wurden durch Kochen mit methylalkoholischer Schwefelsiure 
unter RiickfluB verestert, der Ester durch Ausschiitteln mit Petrol- 
ather gewonnen und eine kleinere Probe, ohne zu fraktionieren, 
im Hochvakuum destilliert. Daraus freie Siure. Schmelzp. 60 
bis 61,5°. Aquiv.-Gew. 277,0 bzw. 275,0. Mittel 276. 


0,0457 (0,0484) g Substanz verbrauchten 1,65 (1,76) cem n/10-alkoholische 
Lauge. 


Die wieder veresterte Substanz wurde mit der Hauptmenge 
vereinigt und das KEstergemisch im Hochvakuum fraktioniert 
destilliert. 


Die Konstruktion des fiir die Trennung der Estergemische beniitzten 
Fraktionierapparats ergibt sich aus nebenstehender Zeichnung. In dem 
weiten Rohr A befindet sich eine an den Enden zugeschmolzene Glasspirale 
von der Weite, daB sie noch etwa 2,5 mm von der Wandung des Rohres 
absteht. An das weitere Rohr A ist ein etwas engeres B angeschmolzen 
und zwar so, daB es noch etwa 3mm in das weitere hineinragt. Es 
wird damit erreicht, daB das in 2 gebildete Kondensat auf die Spirale 
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auftropft und an dieser entlang in den Kolben zuriickfliebt. Das Rohr A 
ist mit einem gut isolierenden elektrisch heizbaren Mantel umgeben. Man 
heizt so stark, dab die Temperatur 
etwa 10° unter dem Siedepunkt 
des Destillats liegt. 

Es sei darauf hingewiesen, 
daB inzwischen Jantzen und 
Tiedcke') einen fir denselben 
Zweck geeigneten Apparat beschrie- 
ben haben, welcher dem vorliegen- 
den an Wirksamkeit tiberlegen sein 
diirfte. Der hier beschriebene Ap- 
parat wird aber auch in Zukunft | 40mm 
noch von Nutzen sein kénnen fiir ‘. 
den Fall, daB nur verhiltnismiBig ee | 
kleine Materialmengen zur Ver- 7” eT | 
fiigung stehen, wie das bei phy- me 4 
siologisch-chemischen Arbeiten die \ | 
Regel ist. Die Fraktionierung ist hier \ } ; 01/7 
noch mit einer Menge von 5—10g 
durchfiihrbar. Fiir den Gang der 
Fraktionierung war vor allem der 
Schmelzpunkt des Destillats weg- 
leitend, der nach dem Erscheinen der — 
Arbeit von Jantzen und Tiedeke "ne t 
mit Hilfe des dort angegebenen soge- en 
nannten Analysators, ohne die Destil- ~ (soherung 
lation zu unterbrechen, dauernd kon- 
trolliert werden konnte. 


Wie das in folgender Ta- 
belle zusammengestellte Ergeb- 
nis zeigt, lieBen sich auf diese 
Weise aus dem Fettsaure- 
gemisch reine Palmitinsiure 
(1 + 2)a] und reine Stearinsiure (4 bzw. 5) abtrennen. * Um die 
der Menge nach zuriicktretende Palmitinséure in befriedigendem 
Reinheitsgrad zu erhalten, war allerdings eine nochmalige Destil- 
lation der beiden vereinigten, niederstsiedenden Fraktionen (1 und 2) 
notig. Da Fraktion (1 + 2)a der niederstsiedende, Fraktion 5 
der héchstsiedende Anteil ist, so sind also weder hodher noch 
niedriger molekulare Saiuren vorhanden. 

Die zur naheren Charakterisierung der einzelnen Fraktionen 
dargestellten freien Siuren wurden jeweils durch Verseifung von 
1—2g¢ des Esters mit dem 4—6fachen Uberschub n/2—n/1-methyl- 
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1) J. prakt. Chem. 127, 277 (1930). 
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Freie Siuren i 
vidas . nents uiv.- 
Methylestei Nach Umkrystalli- : 
ew 
sation aus Aceton 
Menge | ; Aquiv.- Aquiv.- ber. f, Schmelzp 
Schmelzp.| Schmelzp. : Schmelzp. 
z Gew. _ Gew. 
Frakt.1] 5,1 | 24—25° | 55,5—56,5° | 258 
2] 10,8 | 26—27° 
3] 18,4 30—31° C,3H,,0. 
4] 14,7 | 36-37° | 68,5—69° 68,5—69° og¢ | 284,38 69,2? 
5} 4,7 | 35—36° | 67,5—68° 68,5—69° 986 
Nochmalige Destillation der vereinigten Frakt. 1 und 2. 
Freie Siuren _ 
——| Aquiv.- 
Methylester Nach Umkrystalli- “a 
sation aus Aceton ; 
oe a ee 4,3 | ber. f. Schmelzp 
Menge gq ; - Aquiv.- sii 
oe g END: Peet. Schmelzp ~ Gew. 
Frakt.1+2a] 2,83 |25,5—26,5°| 60—60,5° | 61,5—62°| .254 C,.H;.0, 
b] 3,35 |26 —26,5‘] 60—60,5° | 61—61,5°| 257 256,38 62—62,5 
ec] 2,96 |25,5—26° 
0,0449 g Subst. (1) verbr. 1,74 cem n/10-alkohol. Natronlauge. 
0,0492 ¢ » (5) “ 1,72 ecm - ‘ 
0,0475 g » (5) i 1,66 ecm ‘a jm 
0,0469 g » (1 + 2a) . 1,85 ecm ” "9 
0,0484g¢ , (1 + 2b) =, = 1,885 cem 7 - 


alkoholischer Kalilauge gewonnen. Nach Istiindigem Kochen unter 
Riickflu8 destillierte man den Methylalkohol ab, bis das Kalium- 
salz noch wiihrend des Kochens in meist glinzenden Blittchen 
austiel, fiigte unter Schiitteln etwa 100ccm Ather hinzu und filtrierte 
nach etwa !/,stiindigem Stehen das Kaliumsalz ab. Dieses wurde 
durch Schiitteln mit Mineralsiure und reinem, frisch destilliertem 
Ather zerlegt, die iitherische Lisung wiederholt mit Wasser ge- 
schiittelt und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Verjagen 
des Athers trocknete man die fein zerstoBene Siure noch im 
Vakuum iiber Schwefelsiiure. 

Das Aquivalentgewicht der so dargestellten Substanz stimmte 
regelmibig —- vorausgesetzt, daB es sich um eine einigermaBen 
einheitliche Siure handelte — mit dem des aus Aceton umkrystalli- 
sierten Produkts iiberein. Der Schmelzpunkt lag dagegen meist 
0,5—1° niedriger. Die nihere Charakterisierung der einzelne: 
Fraktionen durch Darstellung der freien Siure erschien notwendig. 
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da der Schmelzpunkt bei diesen mit dem Reinheitsgrad viel stiirker 
variiert als bei den Methylestern, wo nur sehr kleine, unter Um- 
stinden kaum bemerkbare Schmelzpunktsdepressionen auftreten. 

Die Gesamtmenge der Fraktionen 1—5 ist 53,7 g, Aus dem 
in der Vorprobe ermittelten Aquivalentgewicht (276) des Siiure- 


gemisches ergibt sich die Zusammensetzung*): 


Menge der Methylester. 


Cis . 14,7 £ 
er 39,0 g. 


Ungesattigte Fettsiuren. Die Substanzen hatten folgende Jod- 
zahlen: 


Fraktion der ungesiittigten Fettsiiuren von I. ie i ee 

Aus der Fraktion der gesiittigten Fettsiiuren yon I mit Hilfe der Bleisalz- 
Ather-Methode (18,5 g) . . . . . 122 

Aus der Fraktion der ungesittigten Fettsiuren von I ‘mit Hilfe der Blei- 
salz-Ather-Methode (215g) . . ...... 4... 4.4. . 140 

0,0217 g verbr. 2,58 cem n/10-Bromlésung |n. Rosenmundu. Kuhnhenn!)) 

0,0306g 4 2,95 4, ” 

0,0258g 4, 2,78 ,, , 


Sie wurden in alkoholischer Lésung portionenweise mit 
Palladium—Bariumsulfat-Katalysator”) unter gelindem Erwiirmen 
hydriert. Nach Abtrennung des Katalysators fiigte man zu den 
vereinigten Liésungen 50g in Alkohol geléstes Kaliumhydroxyd, 
kochte zur Verseifung etwa vorhandenen Esters 1 Stunde unter 
RiickfluB und saugte den beim Stehen im Kisschrank reichlich 
aufgetretenen Niederschlag von fettsauren Salzen ab. Nachdem 
ihm durch Behandlung mit Ather das Unverseifbare entzogen 
war, wurden auf die iibliche Weise die freien Siiuren erhalten 
und diese in die Methylester iibergefiihrt. 





* Die Berechnung erfolet nach der Formel: 


— A, | A,—A, © 
A, A,—A, 
= Menge des niedriger molekularen Esters (bzw. Siiure). 
M= , », Estergemisches (bzw. Siiuregemisches). 
A, = Aquivalentgewicht des niedriger molekularen Esters (bzw. Siiure). 
A, = » héoher in ae he Pees 


” 
A= He ,, Estergemisches (bzw. Siiuregemisches). 
Also im vorliegenden Fall: 
270,3  298,3—290 


290 298,3—270,3 — 
. 1) Z. fiir Unters. der Nahrungs- u. GenuBmittel 46, 154 (1923). Vg. 
iazu auch E. Klenk, Diese Z. 145, 248 (1925). 

*) Houben-Weyl, Methoden - + +, 2. Aufl., 2, 270 (1922). 


‘ 





x = 53, 
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Bei der zur Entfernung des Unverseifbaren notwendigen Be- 
handlung mit Ather gingen noch kleinere Mengen von fettsauren 
Salzen in Lésung. Sie konnten der Atherischen Lésung durch 
Ausschiitteln mit Wasser entzogen werden. Desgleichen enthielt 
auch das alkoholische Filtrat einen kleineren Teil der Seifen 
gelist. Sie wurden durch starkes Kinengen der Lésung im Vakuum 
und Zufiigen von Ather, wobei gleichzeitig das hier reichlich vor- 
handene Unverseifbare in Lisung ging, zur Abscheidung gebracht. 
Die hier gewonnenen Anteile von Fettsiiuren erwiesen sich als 
noch nicht véllig hydriert. Die vollstindige Absittigung mit 
Wasserstoff gelang erst nach der Reinigung durch Destillation 
der Methylester im Hochvakuum. 

(sesamtmenge: 136 ¢ Methylester. Das aus einer kleineren 
Probe der Methylester nach der Destillation derselben im Hoch- 
vakuum dargestellte Siiuregemisch hatte den Schmelzp. 60—61°. 
Aquivalentgewicht 800 bzw. 301. 

0,0537 (0,0521) g Substanz verbrauchten 1,86 (1,80) cem n/10-alkoho- 
lische Lauge. 

Die Substanz wurde wieder verestert, mit der Hauptmenge 
vereinigt und das Estergemisch unter Anwendung des Destillier- 
apparats im Hochvakuum fraktioniert. 





























Menge Schmp. Menge Schmp. Menge Schmp. 
in g in ° ing in ° in g in ° 
Fr.1] 14,4 | 82—83 |Fr.11 | 2,7 |25—26 Fr. I 
12 2,6 |27—28 
is | 7,0 |35—37 | Il 
1k} 1,9 | 
21 30,9 36—36,5 is 
3] 30,3 37,5—38 | IV 
41 208 43—44 41] 6,4 |37—38 
42 | 5,6 |42—43/Fr.421] 3,4 | 43—43,5, V 
422] 1,9 445-45 | VI 
| 42R | 
43 | 3,5 |483—44 | ' 
44 | 3,4 |47—48 [ 
4R | 
5} 5.8 48,5—49 VIII 
6] 17,9 50,5—51 | IX 
i] 9,3 51,5—52 | X 


Wie aus der obenstehenden Tabelle schon zu entnehmen ist, wurden 
die Fraktionen 12, 13, 1 R; Fraktionen 3, 41; Fraktionen 42 R, 43, 44, 4} 
vereinigt und es ergaben sich so insgesamt 10 Fraktionen (I—X). 





S¢ 
rt 
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: Freie Siiuren 
Methylester Aus Aceton Aquiv.- 
_ ___ | unkrystallisiert] Gey, Sehmp. 
Menge Schmp. | Schmp. Aquiv.- Schmp. Aquiv.-] ber. fiir 
g in ° in ° Gew. -* Gew. 
I] 2,7 /25—25,5] 55-56) 260 [57575 C, gH 130 
IL] 11,5 34,5—35]63,5—64 279 256,3 62— 62,5 
II} 30,9 | 85—86167—67,5, 284 |67,5—68 284 C,,H,,0, 
IV] 36,7 |37,5—38]63,5—64 288,5*) 284,3 69,2 
V| 3,4 |48—43,5170,5—71) 805 
VI} 1,9 /44,5—45]71,5—72) 314,5 |72,5—73 314 C,H .0. 
VIl 8,6 '44,5—45170,5—T71 329 312,4 74,8—75 
VIL] 5,8 |48,5—49]71—71,5| 329 173,5—74 331 
[X]} 17,9 |50,5—51]77,5—78 338  [78,5—79 340, 338 CBO, 
X| 9,3 |51,5—52]76,5—77| 342 1765-77 341 340.4 80—80,5 


*) Mittelwert von 288 und 289. 


0,0487 g Subst. (I) verbr. 1,875 cem n 10-alkohol. Lauge. 

0,0584g , (If) ,, 2,09 eem ,, ” 

00488 g ,, (IID ,, 172 com , - = 

0,0478 g ,, (Il umkryst.) 1,685 cem n/10-alkohol. Lauge. 

0,0657 (0,0560) g Subst. (LV) verbr. 2,28 (1,935) cem n/10-alkohol. Lauge. 
0,0571 g Subst. (V) ,, 1,87 cem _,, - 


0,0500g , (VI) , 1,59 cem_,, - ‘- 
0,0584 g_ ~—,, (VI umkryst.) 1,86 cem _,, - , 
0,0599 g ,, (VII) verbr. 1,82 cem _,, 1 ss 
0,0560g ,, (VIII) ,, 1,70 cem_ ,, ” ‘s 
0,0556 g_—,, (VII, umkryst.)1,68 cem __,, a _ 


0,0585 g_s,, (IX) verbr. 1,73 eem _,, “4 ‘a 

0,0545 (0,0552) g (IX umkryst.) verbr. 1,605 (1,635) n/10-alkoh. Lauge. 
0,0578 g Subst. (X) verbr. 1,69 cem n/10-alkohol. Lauge. 

0,0565 g_ ——,, (X_umkryst.) verbr.1,655 cem n/10-alkohol. Lauge. 


In Fr. IIT baw. IX handelt es sich um Stearin- bzw. Behensiiure 
von befriedigendem Reinheitsgrad. 

Ks kann auch nicht zweifelhaft sein, daB in der Fraktion V1] 
in der Hauptsache n-Kikosansiiure vorliegt. Kin Priiparat von 
noch gréBerer Reinheit wurde aus Fr. V erhalten durch sehr 
hiiufiges Umkrystallisieren des Methylesters aus Methylalkohol. 
Schmelzpunkt des Esters 44,5—45° Die Verseifung fiihrte zu 
einer Siiure, die aus Aceton umkrystallisiert (0,8 g) bei 74,5—75° 
schmolz, was nach Jantzen und Tiedcke der Schmelzpunkt der 
reinen n-Kikosansiiure ist. Glinzende Blittchen. 

4,824 mg Substanz gaben 13,555 mg CO, und 5,62 mg H,O. 

0,0581 g + verbr. 1,875 cem n/10-alkoholische Lauge. 

Fiir C,,H,,0, Ber. C 76,859, H 12,919 Aquiy.-Gew. 312,3. 
Gef. 76,6 13,0 n » 2 
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Die Mischprobe mit n-Kikosansiure*) (Schmelzp. 74,5—75% 
schmilzt unverindert bei 74,5—75° Die Siure gibt dagegen 
sowohl mit Stearinsiure als auch mit Behensiure sehr deutliche 
Schmelzpunktsdepressionen. Ein Gemisch von Stearinsiiure und 
Behensiiure zu gleichen Teilen schmilzt bei 65,5—66° Die Ein- 
heitlichkeit muB demnach als gesichert gelten. 

Die Fraktion I, welche die niedrigstmolekulare Siiure ent- 
hilt, ist nach Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht im wesentlichen 
Palmitinsiiure, der noch kleinere Mengen von Stearinsiiure bei- 
gemengt sind. Andererseits besteht die Fr. X, in welcher die 
héchstmolekulare Siure vorhanden sein mub, noch so gut wie 
ausschlieBlich aus Behensaiure. Mit Riicksicht auf das fiir Behen- 
siiure stimmende Aquivalentgewicht diirften trotz des etwas zu 
niedrigen Schmelzpunkts hoher molekulare Sauren nicht vor- 
kommen. 

Die nachfolgende auf Grund des Aquivalentgewichts der 
einzelnen Fraktionen durchgefiihrte Berechnung der Zusammen- 
setzung erfolgte unter der Voraussetzung, daB unpaarige Fettsiiuren 
vollig fehlen und daB demnach Fr. II ein Gemisch von Palmitin- 
und Stearinsiiure, Fraktion 1V u. V von Stearin- und n-Eikosan- 
siure, Fraktion VII und VIII von n-Eikosan- und Behensiure ist. 


Menge der Methylester. 





I WW UW Iv! V VI Vil vit IX) X | Summe 
cie@ i e@isisezieisi¢ei#sies in g 














GC...» sees eae | 4,3 
Ci, .-.-1|0,39 9,49 30,9 30,89 0,84 12,5 
ig ao + | 5,81) 2,56 1,9 | 3,33 | 2,25 15,9 
Be nied 15,27 | 8,55 17,9 9,3 36,0 
| 128,7 

Protagon. 


Gesamimenge: 340g (einschlieBlich des aus den atherléslicher. 
Phosphatiden I und II gewonnenen Materials. Davon wurden 
100 ¢ auf Fettsiuren verarbeitet. 

Zur Abspaltung der esterartig gebundenen Fettsiuren wurde 
das Protagon in 700 ccm n/2-methylalkoholischer Kalilauge fein 
suspendiert und eine Stunde unter RiickfluB gekocht. Nach Ab- 


*) Aus Erueasiiure (Kahlbaum) durch Schmelzen mit Alkalihydroxy/ 
dargestellt. 
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kihlen in Eis saugte man den Niederschlag ab (Filtrat B,), léste 
ihn in 500 ccm heibem Eisessig, fiigte dasselbe Volumen Aceton 
hinzu und trennte die nach Abkiilen in Eis fast vollstiindig wieder 
ausgefallene Substanz ab (Filtrat B,). Sie wurde nun in Ather 
fein suspendiert, nach etwa halbstiindigem Stehen abgesaugt (Fil- 
trat B,) und getrocknet. Menge: 78 g. Es handelt sich hier um 
den bei der Alkalibehandlung nicht oder nur wenig veriinderten 
Teil (A) des Protagons. 

Esterartig gebundene Fettsauren. Die durch Alkalibehand- 
lung abgespaltenen Fettsiiuren waren in den Filtraten B,—B, 
gelést und wurden daraus nach Abdampten des Lésungsmittels 
uud Ansiuern durch Aufnehmen in Ather gewonnen. Stdrende, 
vor allem beim Waschen der iitherischen Lésung mit Wasser sich 
unangenehm bemerkbar machende Beimengungen beseitigte man 
durch Veresterung mit methylalkoholischer Schwefelsiiure und 
Ausschiitteln der Ester mit Petrolither, trennte nach dem Ver- 
seifen das etwa noch vorhandene Unverseifbare ab und stellte 
schlieBlich wieder die Methylester dar. Menge: 6,8 g. Sie wurden 
im Hochvakuum fraktioniert destilliert (Claisenkolben). 











Methylester Freie Siiuren 
=) Se Zp. se ZPD. A iv.- 
Menge Schmelzp oe chmelzp Aquiv 
g = in ° Gew. 
fast volliz 
Frakt. 1 0,99 26—26,5 gesiittigt 56,5—57 263 
2 2,00 26 — 26,5 desgl. 55 —56 267 
8 1,56 31—82 9,7 60 —61 280 
4 1,66 fliissig 48,0 73,5—74*) 345*) 


*) Die Angaben beziehen sich auf die hydrierte Substanz. 


0,0733 g Substanz (3) verbrauchten 0,56 cem n/10-Bromlésung. 


0,0457 g - (4) 1,72 ccm 9 

0,0507 g ‘ (1) “ 1,93 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
0,0558 g (2) - 2,09 eem ” 
0,0470 g 4 (3) _ 1,68 cem ss - 
0,0572 g % (4) 1,66 ecm s a 


Die Fraktionen 1-—3 ite demnach Gemische von Palmitin- 
und Stearinsiiure, und zwar ist Fraktion 1 vorwiegend Palmitin-, 


Fraktion 3 vorwiegend Stearinsiiure. 


in Fraktion 8 auch noch etwas Olsiiure vorhanden. 
Fraktion 4 wurde vor der Verseifung hydriert 
und Aquivalentgewicht des hydrierten Siuregemisches sind in die 


Moglicherweise ist vor allem 


Schmelzpunkt 
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obige Tabelle aufgenommen. Veresterung und dreimaliges Um- 
krystallisieren des Esters aus Methylalkohol fiihrte zu einem Produkt 
vom Schmelzp. 57—58° Daraus freie Siure (aus Aceton um- 
krystallisiert): 0,74 g. Schmelzp. 80—80,5°. Glainzende Blattchen. 
0,0583 g Substanz verbrauchten 1,57 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. fiir C,,H,,0, Ber. 368,4 Gef. 3872 


Ks handelt sich hier um Lignocerinsiiure und in der ur- 
spriinglichen, nicht hydrierten Fraktion diirfte ein Gemisch von 
Cy,:::- und C,,.---Siiuren (hauptsichlich Stearin- und Nervon- 
siiure) vorgelegen haben. 

Fiir den in esterartiger Bindung vorhandenen Teil der Fett- 
siuren ergibt sich so folgende Zusammensetzung: 


Menge der Methylester. 














in 100g | in 340¢ 
1 2 3 4 
Protagon | Protagon 
5 § cf 5 Ps g 
on a a a. 
a. 0,72 1,16 0,20 2,08 6,7 
ae 0,84 1,36 0,37 2,84 9,2 
ie sd 1,29 1,29 4,3 


| 621 | 20,2 
Amidartig gebundene Fettsauren. Sie wurden aus dem mit 
Alkali vorbehandelten Protagon (A) durch Spaltung mit der 
30 fachen Menge 10°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure nach 
der fiir die Spaltung der Cerebroside iiblichen Methode gewonnen. 
Mit Hilfe des friiher ausgearbeiteten Verfahrens!) erhielt man 
folzende 4 Hauptfraktionen: 





Menge Jodzahl 
8 = 
Cerebronsiiurefraktion (1)... .....2.~. 7,8 gesiittigt 
Lignocerinsiiurefraktion (2)... ...... 5,4 m 
Oxynervonsiiurefriktion (8)... . . eked 7,6 49,5 
Nervonsiiurefraktion (4)... . 0... 2.4. 11,2 51,6 








0,0500 « Substanz (3) verbrauchten 1,95 ecem n/10-Bromlésung. 
0,0680 ¢ ” (4) ¥ 2,765 ecm ‘ 


') Thierfelder u. Klenk, Chemie der Cerebroside und Phosphatide, 
Berlin, Springer, 1930, S. 38. 
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Cerebronsiurefraktion. Schmelzp.99—100°. Die fraktio- 
nierte Fallung mit Lithiumacetat ergab die Abwesenheit von 
Lignocerinsdure. Die wieder vereinigten Fraktionen wurden aus 
Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 100—101°, welches der Schmelz- 
punkt der reinen Cerebronsiure ist. 


Die Substanz enthielt noch eine Spur Asche. 

5,190 mg Substanz gaben 14,205 mg CO,, 5,79 mg H,O u. 0,010 mg = 
0,19°/, Asche. 

Fir C,,H,,0, Ber. C 74,93, H 12,58°/, 
Gef. ,, 74,8 > 12,5 (fiir aschefreie Substanz). 

Lignocerinsaiurefraktion.*) Sie enthielt noch etwas 
Cerebronsaiure, die durch Fiallung mit Lithiumacetat abgetrennt 
wurde. Menge der Cerebronsiure: 0,57 g. Schmelzp. 100—101°. 

Danach verblieben noch 3,87 g Siiuregemisch vom Aquivalent- 
gewicht 351. 


0,0502 g Substanz verbrauchten 1,43 cem n/10-alkoholische Lauge. 


Das fir Lignocerinsiure zu niedrige Aquivalentgewicht riihrte 
von einer Beimengung von Stearinsiure her. Um diese zu ent- 
fernen, wurde die Siure verestert und der Ester dreimal aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. 2,55 g. Schmelzp.57—58°. Daraus 
freie Siure (aus Aceton umkrystallisiert). 2,00 g. Schmelzpunkt 
80—80,5°. Glanzende Blattchen. 


0,0612 g Substanz verbrauchten 1,66 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. fiir C,,H,,0, Ber. 368,4 Gef. 369. 


Durch fraktionierte Destillation des aus den methylalkoho- 
lischen Mutterlaugen erhaltenen Estergemisches wurde als leichtest 
siedende Fraktion die Stearinsiure erhalten. Menge des Esters: 
0,3 g. Schmelzp. 36—37°. Daraus freie Siure (aus Aceton um- 
krystallisiert). Schmelzp. 66,5—67°. 


0,0529 g Substanz verbrauchten 1,845 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. fiir C,,H,,0, Ber. 284,3 Gef. 287. 


*) Die Trennung von Cerebronsiure und Lignocerinsiure erfolgte hier 
nach Verfahren a durch Fallung der Cerebronsiure mit alkoholischer KOH- 
Lauge aus der atherischen Lésung des Estergemisches. Dieses Trennungs- 
verfahren scheint zu schlechten Resultaten zu fiihren, wenn wie im vor- 
liegenden Fall die Cerebronsiure vorherrscht. In solchen Fiillen diirfte das 
Verfahren b (Trennung mit Hilfe von Magnesiumacetat) anzuwenden sein, 
wihrend bei Vorherrschen von Lignocerinsiiure das Verfahren a bessere 
Resultate liefert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC. v 
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Aus dem Aquivalentgewicht 351 des urspriinglichen Saure- 
gemisches (3,87 g) ergibt sich die Zusammensetzung: 
Stearinsiure : 0,63 g 
Lignocerinsiiure: 3,24 g 
Oxynervonsdurefraktion. Zur niheren Charakterisierung 
wurde die Substanz hydriert. Schmelzp. des Hydrierungsprodukts 
99—100°. Durch fraktionierte Fallung mit Lithiumacetat ergab 
sich die Abwesenheit von Lignocerinsiiure. Die wieder vereinigten 
Fraktionen krystallisierte man aus Aceton um. Schmelzp.100—101° 


Die Subztanz war noch nicht vollkommen aschefrei. 


5,081 mg Substanz gaben 13,900 mg CO,, 5,69 mg H,O und 0,015 mg 
= (0,29°/, Asche. 
Fiir C,,H,,O, Ber. C 74,93°/, H 12,58 %, 
Gef. ,, 74,9 » 188 (fiir aschefreie Subst.) 
Es liegt also Cerebronsiiure vor. Die fiir die Oxynervonsiure zu 
niedrige Jodzahl (gef. 49,5; ber. 66,4) der urspriinglichen Fraktion 
riihrt daher in Ubereinstimmung mit den friiher gemachten Er- 
fahrungen von einer Beimengung von Cerebronsiure her. 
Aus der Jodzahl ergibt sich die Zusammensetzung: 
Cerebronsiure: 1,93 ¢g 
Oxynervonsaure: 5,67 g 
Nervonsiurefraktion. Die fraktionierte Destillation der 
Methylester im Hochvakuum mit Hilfe des Fraktionierapparats 
ergab: 























_Methylester Freie Stiuren 
! | Aus Aceton 
Menge Jod- Aquiv.- umkryst. 
nee Schmel Izp.| Schmelzp. . ipereoakecene 
| zahl Ge ew. g 1 | Aquiv ma 
| | chmelzp.| “Gow 
lnsge vollig let | i Saas gee 
— Fr 0 — 0 _ 0 
Frakt. 1 | 1,8 |34—34,5 “gesiittigt |°4— 045°} 284 68—68,5°) 286 
2 | 1,05 [335-34 | 17,9 [64-645 | 298 |68—68,5 | 285 
3 1,1 fliissig*) 39,4 [52—52,5 | 327 
4 | 32 | flissig 63,2 | 
5 2, m 63,2 
6 | 0,9 . 61,3 | 








*) Mit Krystallen durchsetzt. 


0,0570 g Substanz (2) verbrauchten 0,805 cem n/10-Bromlésung 
0,0338 ¢g _ (8) ™ 1,05 cem ,, Pm 





Vs 
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0,0578 g Substanz (4) verbrauchten 2,88 cem n/10-Bromlésung 


0,0486 g »  (d) ‘ 240 cem__,, ss 

0,0500 g % (6) ¥ 2,43cem _,, = 

0,0524 g " (1) verbraucht. 1,845 cem n/10-alkohol. Lauge 
0,0489 g ~ (1) umkryst. ¥ 1,71 ccm ,, ‘is a 
0,0547 g +9 (2) ‘ 1,84 cem ,, = eo 
0,0505 g “ (2) umkryst. “ 1,77 ccm ,, - * 
0,0548 ¢ % (3) “ 1,675 cem __s—7, ‘i ‘3 
0,0520 g - (3) umkryst. ™ 1,79 cem_,, es ‘s 


Fraktion 1 ist Stearinsiure. In Fraktion 2 diirfte der Stearin- 
saure bereits etwas Nervonsiure beigemengt sein, die beim Um- 
krystallisieren infolge ihrer gréBeren Léslichkeit in der Mutter- 
lauge verbleibt. In Fraktion 3 ist diese Siure schon in gréBeren 
Mengen vorhanden. Nachdem die Fraktion hydriert war, fiihrte 
wiederholtes Umkrystallisieren des Estergemisches aus Methanol 
zu Lignocerinséuremethylester. 0,35g. Schmelzp.57—57,5°. Daraus 
freie Siure. Schmelzp. 81—81,5°. 


0,0582 g Substanz verbrauchten 1,565 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 372. 


In den Fraktionen 4—6 lag nach Jodzahl und der niheren 
Charakterisierung durch die Hydrierungsprodukte im wesentlichen 
Nervonsaure (J. Z. fiir C,,H,,0, berechnet: 66,7) vor, wenn auch, 
wie die folgende Zusammenstellung der von den hydrierten Saiuren 
erhaltenen Daten zeigt, die Anwesenheit von kleineren Mengen 
einer noch héher molekularen Saure nicht ganz auszuschlieBen 
ist. Es erscheint aber auch méglich, daB die etwas zu hohen 
Aquivalentgewichte durch schwer zu entfernende Beimengungen 
anderer Art verursacht sind. In diesem Sinne spricht vor allem 
der trotz des hohen Aquivalentgewichts relativ niedrige C-Wert 
der Fraktion 6a. Auch krystallisieren die Fraktionen 6 nicht in 
den charakteristischen Blattchen wie Fraktion 4 bzw. 5. Sie zeigen 
vielmehr ein kreidiges Aussehen. 


Hydrierte Siuren von 4—6 (aus Aceton umkrystallisiert). 





os Schmelzp. . | Aquiv.-Gewicht | 
ee 80,5—81° 373 
ear e e a oe peakheteacts 79,5—80 377/875 
ee ee eee 19 —179,5 383 





0,0608 g Substanz (4) verbrauchten 1,625 cem n/10-alkoholische Lauge. 

0,0631 (0,0562) g Subst. (5) verbr. 1,675 (1,50) eem n/10-alkohol. Lauge. 

0,0514 g Substanz (6) verbrauchten 1,34 ecm n/10-alkoholische Lauge. 
5* 
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Die fraktionierte Fallung von Fraktion 6 mit Magnesium- 
acetat aus heiBer alkoholischer Liésung ergab: 
6a. 0,17 g. Schmelzp. 80—81 °. 


4,726 mg Substanz gaben 13,535 mg CO, u. 5,56 mg H,0. 
0,0591 g Substanz verbrauchten 1,51 cem n/10-alkoholische Lauge. 


C.,H,0, Ber. C 78,18%/, H 13,13°/,, Aquiv.-Gew. 368,5. 
C,,H,.0, Ber. ,, 78,71 18,22 ‘ 396,5 
Gef. ,, 78,1 » 18,2 i 391 


6b. 0,22 g. Schmelzp. 80—81°. Aquiv.-Gew. Gef. 383. 
0,0591 g Substanz verbrauchten 1,545 cem n/10-alkoholische Lauge 
Auf Grund der Jodzahl ergibt sich fiir die Nervonsiiure- 
fraktion die Zusammenseizung: 
Stearinsiure: 2,86 g 
Nervonsiiure: 8,34 g 
Fiir die amidartig gebundenen Fettsiuren ergeben sich so 
folgende Werte: 


Menge der freien Siuren. 














| . | 
, | Ligno- | Oxy- ' —_ 
Cerebron- | te, | uemiane. | Nervon- in 100g]fin 340¢ 
siure- | siure- | siiure- | sdure- | Prota- | Prota- 
fraktion | fraktion | fraktion | fraktion } gon | gon 
8 8 8 | 8 & | § 
Stearinsiure.. . 0,63 2,86 3,49 11,9 
Cerebronsiiure. . 7,8 | 0,57 1,39 | 10,30 | 35,0 
Lignocerinsiiure . | 3,24 3,24 11,0 
Oxynervonsiure. | 5,67 | 5,67 19,3 
Nervonsiiure. . . | | 8,84 8,34 | 28,4 














| 31,04 | 105,6 


Der Forschungsgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
danke ich ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 











Uber tierische Phosphatase und Sulfatase. 


Von 


Claes Hommerberg. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Juni 1931.) 


Die wichtige Rolle der verschiedenen Gruppen der organischen 
Phosphorsaureester tritt in letzter Zeit immer deutlicher hervor. 
Nicht nur daB sich die Kohlenhydratphosphorsiureester an Zahl 
wesentlich vermehrt haben und ihre Mitwirkung beim Zucker- 
abbau eingehender erkannt worden ist; auch die Kreatininphosphor- 
siureester und der Nucleosidphosphorsiureester nehmen offenbar 
am gesamten Stoffwechsel einen hervorragenden Anteil. Dem- 
entsprechend wird eine eingehendere Kenntnis der Phosphatase 
immer notwendiger. 

Durch die Arbeiten von Fell und Robison’), Kay’), 
Robison und Soames?) und Robison, Macleod und Rosen- 
heim‘) ist in den letzten Jahren der Anteil der tierischen 
Phosphatase beim Aufbau der Knochen eingehend studiert worden, 
nnd Versuche sind ausgefiihrt worden, um in vitro dieselben Zu- 
wachsprozesse, die sich in vivo abspielen, nachzubilden. Beziiglich 
der Phosphatase von verschiedenen tierischen Organen zeigte 
Hommerberg'®), daB irgendeine Spezifitit hinsichtlich Glycero- 
phosphat oder den verschiedenen Hexosephosphaten nicht besteht. 

Den Phosphatasen nahestehende Fermente sind die von Neu- 
berg und Kurono entdeckten Sulfatasen, und auch iiber diese 
hat man in der letzten Zeit neue Erfahrungen gewonnen. Die 
von Neuberg und Rubin®) beschriebene Spaltung der Chon- 





1) Fell u. Robison, Biochemic. J. 23, 767 (1929). 

2) Kay, J. of biol. Chem. 89, 267 (1930). 

8) Robison u. Soames, Biochemie. J. 24, 1922 (1930). 

*) Robison, Macleod u. Rosenheim, Biochemie. J. 24, 1927 (1930). 
*) Hommerberg, Diese Z. 185, 123 (1929). 

*) Neuberg u. Rubin, Biochem. Z. 67, 82 (1914). 
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droitinschwefelsiure ist genauer untersucht worden, und eine 
Bakterienkultur mit kraftigem Spaltungsvermégen konnte von 
Neuberg und Hofmann!) rein geziichtet werden. 

Neuberg?”) teilt die Sulfatasen in Phenosulfatase, Senfol- 
glucosidosulfatase und Chondrosulfatase ein und zeigt, daB eine 
gewisse Spezifitiit besteht. 

Die Wirkung der Phenosulfatase besteht in dem Vermégen, 
eine Hydrolyse der Atherschwefelsiituren nach folgender Formel 


zu bewirken: 
R-O-S0,:K + H,O = R- OH + KHSO,, 


worin R ein organisches Radikal bedeutet. Neuberg und Simon %) 
zeigten, da’ Sulfatasen im Koérper wirksam sind, und daB sie aus 
mehreren Organen gewonnen werden kénnen. Rosenfeld *) 
bestimmte die Sulfataseaktivitit von verschiedenen Organen beim 
Menschen. Bei Material aus Gehirn fand er das kriaftigste 
Spaltungsvermégen, dann folgen in der Aktivitét Material aus 
Niere, Leber, Duodenum, Milz, Nebenniere, Lange, Muskel, Diinn- 
darm und Pankreas, 

Beim Vergleich der enzymatischen Hydrolyse von organischen 
Schwefelsiuren und organischen Phosphorsiiuren scheinen beim 
ersten Blick groBe Analogien vorhanden zu sein. Organische 
Phosphate werden zerlegt nach der Formel: R-PO,Na, + H,O = 
Na,HPO, + ROH, aber ein erster Unterschied zeigt sich in der 
verschiedenen Natur des Hydroxyls. Es wurde niamlich fest- 
gestellt, daBb eine Sulfatasespaltung lediglich dann eintritt, wenn 
das Radikal R aromatischen Charakters, das veresterte Hydroxyl 
also phenolischer Natur ist, wiihrend die Wirkung der Phosphatase 
sich auf aliphatische Hydroxyle erstreckt. Weiter legen die 
Py-Optima der beiden Reaktionen in ziemlich verschiedenen 
Gebieten: fiir eine Phosphatasespaltung bei etwa 9, fiir eine Sul- 
fatasespaltung in der Nahe des Neutralpunktes. Ein anderer 
Unterschied scheint in der verschiedenen Wirkung der Mg-Ionen 
zu bestehen. 

Andererseits scheinen aber Sulfatasen und Phosphatasen in 
pflanzlichem wie tierischem Material weitgehend vergesellschaftet 
vorzukommen, und zur Klirung dieser Frage wurden in der vor- 


1) Neuberg u. Hofmann, Biochem. Z. 234, 345 (1931). 
*) Neuberg u. Hofmann, Naturw. 19, 484 (1931). 

*) Neuberg u. Simon, Biochem. Z. 156, 365 (1925). 

*) Rosenfeld, Biochem. Z. 157, 434 (1925)- 
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liegenden Arbeit verschiedene Organe auf das gemeinschaftliche 
Vorkommen der beiden Fermente untersucht. 


E. Baumann’) fand als erster, daB organische Schwefelsiureester 
beim Stoffwechsel beteiligt sind, und da8 Schwefelsiiureester von Phenol 
und p-Kresol normalerweise im Harn vorkommen; E. Salkowski?) zeigte 
daB Phenole, die beim VerdauungsprozeB in Freiheit gesetzt werden, ihre 
Giftwirkungen verlieren, wenn sie mit Schwefelsiure gepaart werden. Neu- 
berg und Linhardt’) fanden, da8 pathologischer Harn einen gréBeren 
Gehalt an Phenol-ither-sehwefelsiuren hat als der normale — hauptsiichlich 
trifft man da das K-Salz von Para-Kresol-schwefelsiure — und weiter zeigte 
Neuberg ‘) daB alles Phenol im Harn mit Schwefelsiiure gepaart ist, und 
daB dies auch der Fall in Schwei8 und Galle ist. 

Eine Sulfatase wurde zum erstenmal durch Neuberg und Kurono’) 
in Aspergillus Oryzae beobachtet. 


I. Versuchsmaterial und Methodik. 
a) Substrate. 
1. Phosphat: Mercks Natriumglycerophosphat. 
2. Sulfat: Nach Czapeks*) Methode hergestelltes Kaliumsalz 
der Phenol-adther-schwefelsiure: C,H,-O-SO,-K. 


Nach Czapek wurde 25 ccm entwissertes Pyridin mit 125 ccm wasser- 
freiem Chloroform gemischt. Unter Eiskiihlung wurde das Gemisch tropfen- 
weise mit 15 g frisch rektifizierter Chlorsulfonsiure, nach Beckurts und 
Otto’) hergestellt, versetzt und nachher wurden 12,5 g Phenol, in Pyridin 
gelést, vorsichtig zugegeben. Um den dadurch entstandenen Niederschlag 
aufzulésen, wurde auf 40° erhitzt und bei dieser Temperatur das Chloro- 
form unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand wurde mit 
Eis gekiihlt und bis zum Eintritt der alkalischen Reaktion mit KOH ver- 
setzt. Dann wurde zur volligen Trockene eingedampft und das Pulver mit 
90°/,igem Alkohol extrahiert. Die Substanz wurde einmal aus Alkohol und 
zweimal aus Wasser umkrystallisiert; die Ausbeute betrug etwa 15 g 
C,H,-O-SO,-K. 

Mit BaCl, in alkaliseher Lésung konnten keine freie Sulfationen 
nachgewiesen werden. 

b) Enzymmaterial. 


1. Schweinenieren, nach Albert, Buchner und Rapp’) 
mit Aceton behandelt und mit Ather gut getrocknet. 


1) Baumann, Ber. chem. Ges. 9, 54, 1389, 1715 (1876); Diese Z. 2, 
335 (1878). 

2) Salkowski, Ber. chem. Ges. 9, 1595 (1876); Ber. chem. Ges. 10, 
842 (1877). 

3) Neuberg u. Linhardt, Biochem. Z. 142, 191 (1923). 

4) Neuberg, Naturw. 12, 797 (1924). 

5) Neuberg u. Kurono, Biochem. Z. 140, 295 (1923). 

6) Czapek Mh. Chem. 33, 635 (1914). 

7) Beckurts u. Otto, Ber. chem. Ges. 11, 2058 (1878). 

8) Albert, Buchner u. Rapp, Ber. chem. Ges. 35, 2376 (1902). 
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2. Schweinenierenextrakt, nach Erdtman!’) mit Ammoniak 
aus ‘’rockenpraparat gewonnen. 

3. Schweinenieren, Alkoholniederschlag aus dem mit 2 be- 
zeichneten Eluat, das vorher dialysiert wurde. 

4. Schweinenieren, athergetrockneter Riickstand (Pulver) des 
Trockenpraparats nach der Elution von 2. 

5. Schweinenieren, athergetrockneter Riickstand nach 8stiin- 
digem Ausschiitteln von 4 mit der 100fachen Menge H,0. 

6. Schweinegehirn, analog den Nieren nach 1 behandelt. 

7. Schweinegehirn, Elution mit schwacher Ammoniaklésung 
(analog 2). 

8. Kalbsgehirn, mit Aceton behandelt (analog 1 und 6). 

9. Kaninchengehirn, mit Aceton behandelt (analog 1, 6 und 8), 
unmittelbar nach dem Tode des Versuchstieres herausgenommen. 

10. Kaninchenepiphyse (Femor), autolysiert wihrend 7 Tagen. 

11. Kaninchenepiphyse, Alkoholniederschlag aus dem Autolysat 
nach 10. 

Die Acetontrocknung nach Albert, Buchner u. Rapp (a. a. 0.) 
wird so ausgefiihrt, da8 die Organmasse zuerst wiihrend 10 Minuten mit 
der 7fachen Menge frisch destilliertem Aceton verrieben wird. Nach Ab- 
saugen in einem Biichnertrichter wird die Masse zweimal mit der 3fachen 
Menge Aceton in 3 Minuten gerieben. Nachdem vdllig zur Trockenheit 
abgesaugt worden ist, wird die Masse in der 3fachen Menge absolutem Ather 
aufgeschliimmt und nach Absaugen ]i8t man das Pulver tiber Nacht auf 
Filtrierpapier trocknen. 

c) Methodisches. 

1. Phosphatspaltung: Glycerophosphat wird mit den oben 
aufgezihlten EKnzymmaterialien in Gegenwart von Boratpuffer 
\Py etwa 9) gespalten. Wahrend der Hydrolyse ausgeschaltenes 
freies (anorganisches) Phosphat wird nach Entfernung des Kiweif 
mit Trichloressigsaure nach Embden?) bestimmt. 

2. Sulfatspaltung: Phenolither-sulfat wird mit denselben 
Knzympriparaten gespalten. Festes Calciumcarbonat wird als 
Bodenkérper zugegeben und setzt sich mit den freiwerdenden 
Sulfationen um. Dadurch wird das p,, in der Nahe des Neutral- 
punktes konstant gehalten. Zur Bestimmung des Hydrolysen- 
grades werden jeweils Proben entnommen; das anorganische 
Sulfat wird zusammen mit den EKiweiBstoffen durch alkalisches 
Bariumchlorid gefallt; im nicht gespaltenen Anteil wird nach 
Spaltung mit starker Salzsiure das Sulfat bestimmt. Aus Gesamt- 


') Erdtman, Diese Z. 171, 182 (1927). 
*) Embden, Diese Z. 113, 108 (1921). 
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sulfat und organischem Sulfat wird dann der Hydrolysengrad 
berechnet, der prozentual angegeben wird. 

Die Phosphatspaltung wurde in 100 ccm-Kolben verfolgt, 
die sich in einem Thermostaten von 37° befanden. Das Anfangs- 
volumen der Reaktionsmischungen betrug 40 ccm; die Menge 
0,103 m-Glycerophosphat war in den meisten Fillen 10 ccm. 
Die Boratmenge (Sorensen; p,, = 9,3, wenn nicht anders angegeben) 
war stets 10 ccm. 

5 ccm der Reaktionsmischung, bei Beginn der Hydrolyse 
herausgenommen, wurden mit konz. HNO, und einigen Tropfen 
H,O, verbrannt. Mitden Embden schen Reagenzien (a. a.O.) gefallt 
wurde ein Niederschlag von 70,6 mg beobachtet, was also dem 
Gesamtphosphatgehalt in 5 ccm Lésung entspricht. 

Bei enzymatischer Hydrolyse wurden von Zeit zu Zeit Proben 
von 10 ccm aus den Reaktionskolben entnommen, die mit der 
gleichen Menge 5°/,iger Trichloressigsiiure versetzt wurden. Die 
getriibte Lésung wurde filtriert, und 15 ccm des Filtrats wurden 
auf 30 ccm mit Wasser verdiinnt. Dann wurde mit den 
Embdenschen Reagenzien gefallt und durch Porzellanfiltertiegel 
tiltriert. Bei vollstindiger Hydrolyse sollte also das Gewicht des 


us - 70,6 = 105,9 mg betragen. 


- 


Niederschlages 


Die Sulfatspaltung wurde unter denselben iuBeren Be- 
dingungen wie die Phosphatspaltung ausgefiihrt. Das Volumen 
der Reaktionsmischungen war entweder 100, 50 oder 40 ccm am 
Anfang der Hydrolyse, und in der Regel wurde eine 1°/,ige 
Substratlésung verwandt. In gewissen Fallen wurden auch mit 
einer 1,77°/,igen Substratlésung Versuche ausgefiihrt. Die 
Menge CaCO, betrug 5 Gewichtsprozent der Reaktionsmischung. 
In den Fallen, wo eine 1°/,ige Substratlésung verwendet wurde, 
gaben 10 ccm der Reaktionsmischung am Anfang der Hydrolyse 
nach Behandlung mit HCl 116,0 mg BaSO,, was also dem 
Gesamtgehalt an Sulfat entspricht. 

10 ccm Probe wurden mit 3,3 ccm 10°/,igem BaCl, und 
6,7 com gesattigtem Baryt versetzt, wonach in einem MeBkélbchen 
bis auf 50 ccm mit Wasser verdiinnt wurde. Nach etwa 14 Stunden 
wurde filtriert, und 40 ccm des Filtrates wurden in einen Kjeldahl- 
kolben iibergefiihrt. Mit 12 ccm konz. Salzsiure wurde dann 
eine Stunde gekocht, und nachher wurde aus filtriertechnischen 
(sriinden noch eine Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. 

Der Niederschlag, der also ein MaB der Substanzmenge dar- 
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stellt, die erst beim Kochen mit HCl hydrolysiert wurde, wurde 
auf einen Porzellanfiltertiegel abfiltriert, nach der Methode von 
Dick?) mit heiBem Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und 
nach 1|stiindigem Erhitzen im Trockenschrank gewogen. 

Bei der Sulfatasehydrolyse wurden jeder Reaktionsmischung 
10 ccm ‘Toluol zugesetzt, um das freigemachte Phenol zu ab- 
sorbieren. Neuberg und Wagner’) haben gezeigt, daB dieser 
Zusatz die Hydrolyse in hohem Mafe begiinstigt. 






































II. Vorversuche. 
1. Phosphatspaltung, durch Eluat von Acetonniere. 
a) Undialysiertes Eluat; Reaktionsmischung: 
10 cem 0,103-m glycerinphosphorsaures Na. 
5 ccm Nierenphosphataselésung; Trockengewicht 10,3 mg/cem. 
10 cem Boratpuffer, p;,; = 8,8 
15 ecm H,O 
40 ccm. 
Zeit Spaltung 
(Stunden) (°/,) 
1 19 
4 74 
18 87 
oo 100 
b) Dialysiertes Eluat; Reaktionsmischungen: 
1. 
10 com 0,103-m glycerinphosphorsaures Na. 
5 eem dialysierte Nierenphosphataselésung; Trockengewicht 10,3 mg/ccm. 
10 cem boratpuffer, py; = 8,8 
15 cem H,O | 
40 ecm. o 
10 cem 0,103-in glycerinphosphorsaures Na. 
5 cem dialysierte Nierenphosphataselésung; Trockengewicht 10,3 mg/ccm. 
14,75 cem H,O 
0,25 cem 0.05°/, MgCl, 
40 ccm. Py = 8,2; Temperatur 37°. 
Zeit Spaltung Spaltung 
(Stunden) (von 1. in %,) (von 2. in °,) 
———————E———S S 
Ai 25,2 26,7 ‘ 
3,9 52,6 99,9 | 
5,5 65,1 68,6 W 
wn 100,0 100,0 a| 
S 


') Dick, Z. f. anal. Chem. 77, 352 (1929). 
*) Neuberg u. Wagner, Biochem. Z. 161, 492 (1925). P 








Uber tierische Phosphatase und Sulfatase. 7d 


Dieses Nierenpriparat nach Albert, Buchner und Rapp 
lieB sich also in derselben Weise wie dasjenige nach Erdtman 
(a. a. O.) durch Mg-Salz aktivieren, und auch hier zeigte sich also 
daB das undialysierte Eluat stiirkeres Spaltungsvermégen als das 
dialysierte besaB. Allerdings konnte die urspriingliche Aktivitiit 
der undialysierten Loésung durch Mg-Zusatz zu der dialysierten 
auch nicht hier erreicht werden. 

Zur Kontrolle wurde in einem anderen Falle eine stirkere 
Mg-Salzlésung zugesetzt, und eine gréBere Aktivierung folgte. In 
der Kontrollprobe war die Temperatur dieselbe, aber das p,, des 
Boratpuffers war 9,3 und das der Reaktionsmischungen 9,1. 

Anstatt 0,25 ccm 0,05°/, iges MgCl, in der oben mit 2. be- 
zeichneten Reaktionsmischung wurde in diesem Falle 1 ccm 5°/, iges 
MgCl, entsprechend zugesetzt: 











Zeit Spaltung Spaltung 
(Stunden) (von 1. in °/,) (von 2. in °/,) 
1 16,0 34,0 
2 21,5 47,5 
3 25,4 54,4 
8 47,7 67,4 
ow 100,0 100,0 








Die Aktivierung war also hier betriichtlich gréBer. 


2, Sulfatspaltung durch Trockenpriiparat von Schweinenieren. 


Ein Versuch wurde gemacht, das nach Czapeks Methode 
hergestellte C,H,-O-SO,-K durch Acetonniere zu spalten. 


Reaktionsmischung: 
40 ccm 1,77°/, Substrat 
0,2 g Nierenpriparat 
2,0 g CaCO, 

10 cem Toluol. 


Nach einem Tage wurde eine Spaltung von 5,5°/, beobachtet. 


Mit sehr konzentrierten Eluaten von Trockenpriparaten aus 
Schweinenieren, Schweinegehirn, Kalbsgehirn, Kaninchengehirn 
und Kaninchenepiphyse (vom letztgenannten auch mit Autolysat) 
wurden Versuche gemacht, eine Sulfatasespaltung zu erreichen, 
aber auch nach einer Reaktionszeit von 14 Tagen konnte keine 
Spaltung beobachtet werden. In siimtlichen diesen Fallen konnten 
Phosphatasespaltungen erreicht werden. 
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III. Vergleich der Phosphatase- und Sulfataseaktivitat 
verschiedener Organe. 


‘Spaltung von Glycerophosphat und _ phenolatherschwefel- 
saurem K durch aufgeschlimmte Trockenpraparate von Schweine- 


nieren und -gehirn.) 


a) Phosphatspaltung; Reaktionsmischung: 


1 


2 




















10 cem 0,103 m Glycerophosphat 10 cem 0,103 m Glycerophosphat 
10 cem Boratpuffer, py = 9,3 10 ecm Boratpuffer, py = 9,3 
20 cem H,O 20 eem H,O 
0,2 g Gehirn 0,2g Niere — 
40 cem 40 cem 
Zeit Spaltung Spaltung 
(Stunden) (von 1. in °/,) | (von 2. in °,) 
2 18,7 35,1 
20 65,7 87,3 
D 100,0 100,0 
b) Sulfatspaltung; Reaktionsmischung: 
a 2. 
40 ccm 1,77°/,iges C,H,-O-SO,-K 10 eem 1,77°/,iges C,H;-O-SO,-K 
0.2 g Gehirn 0,2 g Niere 
2,0 g CaCO, 2,0 g CaCO, 
10 cem Toluol 10 ecm Toluol 
| re 
i; Zeit Spaltung Spaltung 
nw f Fagen) — | (von. in %) | (von 2, in 
5 | / 1 2,9 4,0 
/ 7 7,2 16,2 
3 yf D 100,0 100,0 
i i 
! / 
10: if 


% Salturg 
S 


Jaze 


Fig. 1. Sulfatasespaltung. Fig 
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Nach den Spaltungskurven scheint es, als sei die relative 
Intensitat von den Phosphatasespaltungen in den ersten 2 Stunden 
mit derjenigen der Sulfatasespaltungen in den ersten 7 Tagen 
vergleichbar. Wenn man den Quotienten der monomolekularen 
Reaktionskonstanten fiir diese Kurvenabschnitte bildet, werden 
die folgenden Verhiltnisse fiir das Spaltungsvermigen von Priipa- 
raten aus Schweinegehirn und -nieren erhalten: 

. Sulfat ” Sulfat 

Gehirn: Flessin _* 0,36; Nieren: Phoaphat 

Diese Verhialtnisse scheinen innerhalb der Versuchsfehler an- 
nihernd konstant zu sein, und es diirfte also gefolgert werden 
kénnen, daB in den verglichenen Organen eine starke Phosphatase- 
wirkung mit einer starken Sulfatasewirkung Hand in Hand geht. 
Mit Gehirnpréiparaten aus Kalb und Kaninchen wurden iibnliche 
Versuche ausgefiihrt, und in saimtlichen Fallen wurde dieselbe 
Erscheinung beobachtet. Sowohl beziiglich der Phosphatase wie 
der Sulfatase zeigte es sich in simtlichen Fallen, daB die Nieren 
die gréBte Aktivitit besaBen. Dies steht in gewissem Gegensatz 
zu den Beobachtungen von Rosenfeld (a.a.O.), daB beim Menschen 
die gréBte Sulfataseaktivitat in Gehirnpriparaten zu finden sei. 


Forrai!) zeigte, daB beim Menschen die kriftigste Phosphatase- 
aktivitét in den Nieren vorhanden ist. 


= 0,41. 


IV. Reinigungsversuche. 

10 g Acetonniere wurden 8 Stunden mit 90 ccm 0,1 m-H,N 
geschiittelt, dann wurde zentrifugiert und filtriert. Die Lésung 
wurde 12 Stunden gegen flieBendes Wasser im Kollodiumschlauch 
dialysiert, wonach mit dem doppelten Volumen Alkohol gefallt 
wurde. Der Niederschlag wurde mit Alkohol und Ather getrocknet. 

Der Riickstand im Zentrifugenréhrchen wurde auch mit Al- 
kohol und Ather getrocknet. 

Von diesem getrockneten Riickstand wurde dann ein Teil 
noch einmal auf der Maschine geschiittelt, aber nun mit der 
100 fachen Menge reinen Wassers, wonach noch einmal zentri- 
fugiert wurde, und der Riickstand eingetrocknet wurde. 


I. 


Die Spaltungen durch das nicht gereinigte Priparat wurden 


mit denjenigen durch den Riickstand von der ersten Auswaschung 
verglichen: 





1) Forrai, Biochem. Z. 142, 282 (1928). 
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a) Sulfatspaltung; Reaktionsmischung: 
is 2. i 
100 cem 1° ,iges C,H,-O-SO,K 100 cem 1°/,iges C,H,-O-SO,K 
1g nicht gereinigte Niere 1 g ausgewaschene Niere 
2 g¢ CaCO, 2g CaCO, 
10 eem Toluol 10 eem Toluol 





Spaltung 


Zeit Spaltung 
(Tagen) (von 1. in °/,) | (von 2 in °/,) 
3 20,9 30,6 
1 27,8 47,0 
15 52,2 75,8 
27 96,1 100,0 
L 100,0 100,0 








Die Sulfataseaktivitit wird also durch Auswaschen des Trocken- 


priparates betrichtlich erhoht. 


b) Phosphatspaltung; Reaktionsmischung: 


1. 
10 cem 0,103 m-Glycerophosphat 
10 eem Boratpuffer, py = 9,3 
20 eem H,O 
0,3 g nicht gereinigte Niere 


2 


10 eem 0,103 m-Glycerophosphat 
10 cem Boratpuffer, py = 9,3 

20 cem H,O 

0,3 g ausgewaschene Niere 





Spaltung 





Zeit Spaltung 
(Stunden) (von 1. in °/,) | (von 2. in °/,) 
1,3 23.5 44.8 
2.5 55,7 65,9 
Pa 100,0 100,0 








Auch die Phosphataseaktivitiit wird durch Auswaschen des 


Trockenpriiparates erhoéht. 


I]. 


Bei dem zweimal ausgewaschenen Trockenpriparate wurde 
eine weitere Steigerung der Aktivitiit beobachtet. Fiir die Phosphat- 





spaltung in Reaktionsgemischen — analog den im vorigen Fall 
beschriebenen — betrugen die Spaltungsgrade: 
Zeit Spaltung Spaltung 
(Stunden) (von 1. in °/,) | (von 2. in 9/,) 
1 20,7 42,2 
2 55,2 75,2 
D 100,0 100,0 
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III. 


Mit dem Trockenpriparat, das durch Alkoholfillung aus dem 
Eluat erzeugt wurde, ergab sich eine Spaltung, die zwar am An- 
fang der Hydrolyse ein wenig schneller ging, aber dann, im Ver- 
gleich zu der durch das nicht gereinigte Priparat hervorgerufenen, 
eine Verzégerung erfuhr: 





Zeit Spaltung Spaltung 
(Stunden) (von 1. in °/,) | (von 2. in °/,) 
1,3 23,5 28,7 
2,5 55,7 47,3 
w 100,0 100,0 








Diese Methode ist also zur Reinigung ungeeignet. 


V. Uber Hemmungen. 


a) Schon von Harden und Young!) wurde dargelegt und 
von Martland?) bei den tierischen Phosphatasen bestitigt, 
daB anorganisches Phosphat in kleinen Mengen eine betriichtliche 
Hemmung auf Phosphatasespaltungen ausiibt. Bei den Sulfatase- 
spaltungen wurde der EinfluB von zugesetztem anorganischem 
Phosphat untersucht. Es ergab sich, daB zugesetztes Na,HPO, 
hemmend wirkt: 

Bei der Analyse von ungereinigtem und von ausgewaschenem 
Nierenpraiparat [durch Verbrennung mit HNO, und H,O, und 
Bestimmung nach der Embdenschen Methode (a. a. O.)] wurde 
ermittelt, da8 das ungereinigte Priparat 18,1 mg P,O, pro Gramm 
enthalt und das ausgewaschene nur 1,1 mg P,O, pro Gramm. 

Bei einer Hydrolyse wurde nun so viel anorganisches Phosphat, 
wie dem Unterschied dieser beiden Mengen entspricht, dem ge- 
reinigten Praparat zugesetzt. Es ergab sich dann, daB dieser 
Zusatz hemmende Wirkungen ausiibte und zwar wurde nach 
einer Spaltungsdauer von 3 Tagen bei der Mischung, die kein 
zugesetztes Phosphat enthielt, eine Spaltung von 24,9°/, gefunden. 
In der Mischung, wo Na-Phosphat zugesetzt war, betrug die 
Spaltung nur 17,9°/,. 

Hiernach liegt die SchluBfolgerung nahe, daB die durch das 
Auswaschen ermittelte Reinigung darin besteht, daB das im Pri- 





1) Harden u. Young, Proe. Roy. Soe. $2, 321 (1910). 
*) Martland u. Robison, Biochemic. J. 21, 665 (1927). 
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parat vorhandene, sowohl die Phosphatasespaltung wie die Sul- 
fatasespaltung hemmende Phosphat losgelést und weggefiihrt wird. 

b) Von Erdtman’) wurde entdeckt, daB ein Zusatz von 
Mg-Salz die Aktivitat der Nierenphosphatase erhéht. Allerdings 
hat es sich um dialysierte Enzymlésungen bei den Unter- 
suchungen iiber diese Tatsache gehandelt, aber weil bei den 
Sulfatasespaltungen, wie oben gezeigt wurde, das Enzym in 
Trockenpraiparat vorhanden sein mute, um eine Hydrolyse her- 
vorrufen zu kénnen, wurden Versuche angestellt, um festzustellen, 
ob das ausgewaschene Nierenpriparat sich auch aktivieren ]&Bt. 

Verschiedene Mengen MgCl, wurden zu einer Phosphat- 
spaltungsreaktionsmischung zugesetzt und zwar betrugen die 
Spaltungen nach 2 Stunden: 





Mg-gehalt der Reaktionsmischun o/ 0 0 0006 0, 006 | 0,6 6 . 
BE B 0 








Spaltung von Glycerophosphat °/, | 48,2 2 | 49,5 | 51,8 |: 22, 


Eine kleine, aber doch deutliche Aktivierung konnte also 
mit steigendem Mg-Gehalt beobachtet werden. 

Bei der Sulfatspaltung durch dasselbe Priparat wurden Ver- 
suche gemacht, die Einwirkung von Mg festzustellen. Neuberg 
und Linhardt*) haben gezeigt, daB MgCO, auf die Sulfatase- 
spaltung hemmend wirkt, wenn MgCO, anstatt CaCO, als Boden- 
substanz fiir die SO, Adsorption in den ReaktionsgefiiBen Zu- 
gesetzt wird. 

Kin Versuch wurde ausgefiihrt, wo CaCO, als Bodenkérper 
beibehalten war, aber die Lésung 1,25°/, MgCl, enthielt: 


Reaktionsmischungen: 


50 cem 2°, CgH,-O-SO,-K 50 cem 2°/) CgH,-O-SO,+K 
1 g ausgew. Niere 1 g ausgew. Niere 

2g CaCO, 2 g CaCO, 

50 cem H,O 25 cem H,O 


ii 25 cem 5°/, MgCl, 











Zeit adltons Spaltung 
(Tagen) (von 1. in °/,) sina 2. in °/,) 
3 31,5 29,6 
6 39,0 37,4 
13 64,7 58,3 
op 100,0 100,0 








') Erdtman, Diese Z. 177, 211 (1928). 


*) Neuberg u, Linhardt, Biochem. Z. 142, 191 (1923). 
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Eine deutliche Hemmung wird also hier beobachtet. Viel- 
leicht kann dieser durch das bei dem doppelten Umsatz zwischen 
CaCO, und MgCl, entstandene MgCO, hervorgerufen sein, aber 
ausgeschlossen ist nicht, daB die Mg-lonen an und fiir sich hemmend 
wirken. Zur Entscheidung dieser Frage sollen Versuche aus- 
gefiihrt werden, in denen ein anderer Sulfatacceptor als Carbonat 
vorhanden ist. 


Zusammenfassung. 


Enzymmaterial von verschiedenen Organen zeigt dasselbe 
Verhiltnis zwischen Phosphatase- und Sulfataseaktivitiit. 

Gehirnpriparate von Schwein, Kalb und Kaninchen zeigen 
in keinem Falle stirkere Phosphatase- oder Sulfataseaktivitiit als 
Priiparate von Schweinenieren. 

Enzymmaterial in Liésung (Autolysat oder Kluat) zeigt Phos- 
vhataseaktivitit. Die Sulfataseaktivitaét, die immer viel schwicher 
ist, konnte bei diesen Lésungen nicht beobachtet werden. 

Schiittelt man Trockenpriiparate von Schweinenieren mit 
Wasser uud mit schwacher Ammoniakldésung, so behalten sie 
nicht nur ihre Aktivitiit, sondern diese wird sogar gesteigert 

Das ausgewaschene Trockenpriiparat enthilt viel weniger P 
als das urspriingliche. Durch Zusatz von einer dem P-Verlust 
beim Auswaschen entsprechenden Menge anorganischen Phosphates 
wurde eine deutliche Hemmung beobachtet. 

Aktivierung des gereinigten Trockenpraparates durch MgCl, 
konnte bei der Phosphatasespaltung erreicht werden. Bei der 
Sulfatasespaltung hatte ein MgCl,-Zusatz einen hemmenden Einflub. 
Vielleicht kommt diese Hemmung davon, dab in der Reaktions- 
mischung MgCO, gebildet wird. Versuche mit einem anderen 
Sulfatacceptor als Carbonat sollen, um diese Frage zu kliiren, 
in einer folgenden Mitteilung bearbeitet werden. 
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Uber die Struktur einfacher Nucleinsauren. II.') 
Die A- und die ¢-Adenylsaure. 
Von 


H. Steudel und R. Wohinz. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Beriin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1931.) 


Unsere Kenntnisse von der Struktur der einfachen Nuclein- 
siiuren sind in ihren wesentlichen Grundziigen (Purin- bzw. 
Pyrimidinkérper—Kohlenhydrat—Phosphorsiure) gesichert und durch 
die Auffindung von partiellen Spaltstiicken (Purinkérper—Pentose 
bzw. Pentosephosphorsiure) weiter gestiitzt. Ferner gilt als be- 
wiesen, daB die Bindung Purin- bzw. Pyrimidinkérper—Kohlen- 
hydrat durch Vermittlung der reduzierenden Gruppe des Kohlen- 
hydrats stattfindet; den Ort der Bindung der Phosphorsiiure an 
das Kohlenhydrat verlegt man, sich an die Versuche Levenes 
anschlieBend, an das endstindige Kohlenstoffatom. Dabei wurde 
stillschweigend vorausgesetzt, daB die Pentose in allen einfachen 
Nucleinsiiuren die gleiche sei. 

In diese Anschauungen sind nun durch die Untersuchungen 
Embdens neue Gesichtspunkte gebracht worden. Die yon ihm 
aus frischem Muskelextrakt dargestellte Adenylsiure verhielt sich 
wesentlich anders als die aus Hefenucleinsiure darstellbare Adeny}- 
siiure. Die Schmelzpunkte der beiden Siuren waren verschieden, 
ebenso das Drehungsvermégen, sie unterschieden sich in der 
Geschwindigkeit der Siéiurehydrolyse, der Oxydierbarkeit durch 
Nitrit und endlich biologisch durch verschiedene Angreifbarkeit 
durch Fermente. 

Bei den verschiedenen Guanylsiiuren ist bisher keine solche 
Verschiedenheit zu beobachten gewesen. Die alteren Beobachter 
waren zu der Ansicht gekommen, daB hier die gleiche Substanz 
vorliegt, und neuerdings hat Annau in sehr sorgfiltigen Unter- 


') |. Mitt.: Diese Z. 190, 222 (1930). 
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suchungen auch keinen Unterschied zwischen der A- und ¢-Guanyl- 
siure!) feststellen kénnen. Die tertiiren Natriumsalze haben die 
gleiche Krystallform, die spezifische Drehung der sekundiiren 
Natriumsalze ist die gleiche und endlich ist die Hydrolysen- 
geschwindigkeit der beiden Saiuren, gemessen an der Abnahme 
der optischen Aktivitat, die gleiche. 

Die folgenden Versuche sollen nun dazu dienen, iiber das 
Verhalten der beiden Adenylsiuren Klarheit zu gewinnen: 

Wollte man sichere analytische Daten gewinnen, so war es 
erforderlich, gréBere Mengen Untersuchungsmaterial zur Hand 
zu haben. So ausgezeichnete Dienste auch die Mikrochemie 
leistet, bei einer gewissen unteren Grenze der Menge des Unter- 
suchungsmaterials hért doch die Méglichkeit einer ausgiebigen 
Reinigung auf und die Zahl der Analysen ist zu beschriinkt. 
Nun ist die A-Adenylsiure in geniigenden Mengen und in tadel- 
loser Reinheit aus der Hefenucleinsiure nach dem Verfahren von 
H. Steudel und E. Peiser’) zu haben, die Gewinnung der 
t-Adenylsiure dagegen ist umstandlich und erfordert ein groBes 
Material an Tieren, die Ausbeuten sind sehr wechselnd und die 
Reinigung der erhaltenen Produkte ist schwierig. Wir haben 
also statt der ¢-Adenylsiure ihr Desaminierungsprodukt, die 
t-Inosinsiiure, als Untersuchungsobjekt gewahlt. Die ¢-Inosinsiiure 
ist in Form ihres schén krystallisierenden Bariumsalzes aus 
Liebigs Fleischextrakt zu erhalten — freilich mu8 man gréBere 
Mengen in Arbeit nehmen, ohne daB man die Gewibheit hat, 
immer eine befriedigende Ausbeute zu erreichen. Denn das im 
Handel befindliche Produkt von Liebigs Fleischextrakt ist kein 
reines Muskelextrakt mehr (wie Liebig urspriinglich angegeben), 
sondern zur Erzielung gréBerer Ausbeuten wird das Muskelfleisch 
einer Hydrolyse unterworfen, bei der natiirlich ein mehr oder 
weniger groBer Teil der Inosinséure zerstért werden kann. Immer- 
hin ist es noch ratsamer, das Fleischextrakt als Ausgangsmaterial 
zu wahlen als selbst etwa sich Muskelextrakt zu bereiten. 

Will man nun die /#-Adenylsiiure und die ¢-Inosinsiure mit- 
einander vergleichen, so mu8 man sich nach anderen Methoden 
umsehen, als denen, die von Annau _ benutzt worden sind, 


1) Um die Herkunft der Nucleinsiiuren kurz zu bezeichnen, werden 
nach dem Vorschlage Annaus die aus tierischen Organen gewonnenen 
t-Siuren, die aus pflanzlichem Material /-Siiuren genannt, Diese Z. 127, 
262 (1923). 

*) Diese Z. 190, 222 (1930). 
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Wir hielten die von W. 8S. Hoffman!) vorgeschlagene Methode 
zur Bestimmung der Pentosen, die auch Embden schon benutzt 
hat, fiir unsere Zwecke geeignet und wir erwarteten, dab, wenn 
Unterschiede in der Bindung der Phosphorsiure an das Kohlen- 
hydrat in den beiden Adenylsiiuren vorligen — denn darum 
handelt es sich letzten Endes wohl, ein Unterschied in der 
Pentose war mdglich, aber wenig walhrscheinlich —, daB dann 
die Ausbeute an Furfurol auch bei den beiden Sauren ver- 
schieden groB sein miiBte. Die Methode von Hoffman, eine 
Modifikation der Furfurolbestimmung nach Tollens, griindet 
sich auf Versuche von Youngburg und Pucher*) — von Hoff- 
man sind die Versuchsbedingungen fiir die kolorimetrische Be- 
stimmung des Furfurols genauer formuliert. Wir haben die 
Methode mit der urspriinglichen ‘ollensmethode verglichen und 
haben uns von ihrer Brauchbarkeit iiberzeugt, wenn wir auch 
nicht solche quantitativen Ausbeuten an Furfurol erhalten haben 
wie Hoffman. Unsere Resultate wurden wesentlich besser, wenn 
wir anstatt eines 500 ccm Kolbens einen solchen von 100 ccm 
benutzten, und wenn wir 10 ccm 20°/,ige Salzsiure benutzten, 
anstatt der von Hoffman angegebenen Mengen von 50 ccm. 
Wir haben aber auch mit 50 ccm 20°/,iger Salzsiiure gearbeitet 
und geben bei der k-(suanylsiure und der A-Adenylsiiure die 
Zahlen zum Vergleich an. Ks wurde jedesmal 6—7 Stunden lang 
im langsamen Wasserdampfstrom destilliert, bis die Farbenreaktion 
mit Anilin im Destillat verschwunden war. 

Simtliche von uns untersuchten Substanzen waren analysen- 
rein; wir haben uns durch wiederholte N- und P-Bestimmungen 
davon iiberzeugt. Bei dem tertiiren Natriumsalz der Guanylsiure 
wurde der Wasser- und Sodagehalt abgezogen und die Furfurol- 
ausbeute auf die sodafreie trockene Substanz bezogen. 

1. Hefenucleinsaures Natrium gibt nach Tollens eine Ausbeute von 
23,86", Pentose, entsprechend den Angaben von Frau Kovalewski’); 
nach Hoffinan erhilt man: 

23,600mg mit 10cem HC] destilliert = 11,27°/, Furfurol = 22,01°/, Pentose 

0i.., « 90 w » » =10,68,, 4, =21,10, — ,, 

eee as ns TO - = 11,16,, - = 21,79 ,, ‘ 

2. h-guanylsaures Natrium liefert nach Tollens 20,93°/, Furfurol = 
93,54°, der theoretischen Menge. Ein zweites Mal 17,94°/, = 80,18°/, der 
theoretischen Menge. 


') J. of biol. Chem. 73, 15 (1927). 
*) Youngburg u. Pucher, J. of biol. Chem. 61, 741 (1924). 
*) Diese Z. 69, 263 (1910). 
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Nach Hoffman erhilt man (Berechnet 22,38°/, Furfurol): 


6,498mg mit 10cem 20°/,ige HCl destilliert = 14,77°/, Furfurol 
= 66,01 ,, d. theor. Menge. 


Te . 6 0 a ” - = 13,77 ,, Furfurol 

= 61,51 ,, d. theor. Menge. 
a yy « B® ws - ™ ” = 6,24 ,, Furfurol 

= 27,89 ,, d. theor. Menge. 
ee , » BB ws ‘“ - ” = 5,87 ,, Furfurol 


as 26,23 ” d. theor. Menge. 


3. t-guanylsaures Natrium nach Hoffman (Verlangt 22,38°/, Furfurol): 


11,048mg mit 10ccem 20°), ige HCl destilliert = 16,45°, Furfurol 

= 13,52 ,, d. theor. Menge. 
18.000 , » 1 »w _ . - = 16,59 ,, Furfurol 

= 74,12 ,, d. theor. Menge. 


. h-Adenylsiiure (Verlangt 27,65°/, Furfurol) nach Hoffman: 


11,150 mg mit 10 cem HC) destilliert = 17,94°/, Furfurol 
= 64,85 ,, der theoret. Menge. 


mie «5 « Ww » - = 17,39 ,, Furfurol 

= 62,90 ,, der theoret. Menge. 
10,440 ,, , 10, ,, 1 = 14,16 ,, Furfurol 

= 51,27 ,, der theoret. Menge. 
mis.» « Wau ws i = 13,86 ,, Furfurol 


= 50,14 ,, der theoret. Menge. 


. h-inosinsaures Barium (15,52°/, Furfurol) nach Hoffman: 


7,47 mg mit 10 cem HCl destilliert = 10,71°/, Furfurol 

= 69,01 ,, der theoret. Menge. 
C06 4 on Ww ns ‘ = 10,27 ,, Furfurol 

= 66,17 ,, der theoret. Menge. 
t-inosinsaures Barium mit 15,52°/, Furfurol nach Hoffman: 
17,540 mg mit 10 ccm HCl destilliert = 1,71°/, Furfurol 

= 11,02 ,, der theoret. Menge. 
3 «5 « Ww w % = 1,59 ,, Furfurol 

= 8,50 ., der theoret. Menge. 


. Inosin aus Fleischextrakt mit 35,82°/, Furfurol: 


14,900 mg mit 10 cem HCl destilliert = 22,42°/, Furfurol 

= 62,58 ,, der theoret. Menge. 
MAM « « Ws w m = 24,91 ,, Furfurol 

- 69,53 ,, der theoret. Menge. 


. Triacetylinosin aus Fleischextrakt mit 22,74°/, Furfurol: 


14,190 mg mit 10 ccm HC) destilliert = 15,64°/, Furfurol 

= 68,82 ,, der theoret. Menge. 
Mm « » Bs w » - 16,88 ,, Furfurol 

= 74,28 ,, der theoret. Menge. 
Guanosin mit 31,89°/) Furfurol: 
8,890 mg mit 10 eem HCl destilliert = 21,37°/, Furfurol 

= 67,01 ,, der theoret. Menge. 
fo es ee - = 22,08 ,, Furfurol 

= 69,23 ,, der theoret. Menge. 
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10. Nucleinsaures Kupfer aus Thymus: 
Nach Tollens kein Furfurol gefunden, nach Hoffman: 
33,220 mg mit 10 eem HC! destilliert, keine Reaktion. 

11. Thymonucleinsaures Natrium: 
Nach Tollens wurde kein Furfurol gefunden, nach Hoffman: 
18,900 mg mit 10 cem HC! destilliert, keine Reaktion. 


Uberblickt man die Ergebnisse, so fallt zunichst auf, daB 
die Thymonucleinsiure auch nach der Methode von Hoffman 
kein Furfurol liefert. Man muB daraus schlieBen, daB das der 
Siure zugrunde liegende Kohlehydrat, das man friher fir eine 
Hexose hielt und das nach Levene’) 1-2-Ribodesose sein soll, 
nicht fahig ist, Furfurol zu bilden. 

Aus den /A-Nucleinsiuren (Hefenucleinsiiure, A-Guanylsiure, 
h-Adenylsiiure, A-Inosinsiure) ]éBt sich Furfurol zwar nicht in 
den theoretisch berechenbaren Mengen gewinnen, aber doch 
immerhin in einer Ausbeute von 60—75°/,. Anders die ¢-Inosin- 
siiure. Hier ist die Ausbeute sehr gering — sie betragt nur 
8—11°/, der berechneten Menge —, ein sehr in die Augen 
fallender Abstand gegeniiber den A-Siuren! Spaltet man aber aus 
der ¢-Inosinsiure die Phosphorsiure ab und untersucht nun das 
t-Inosin auf Furfurolbildung, so erhalt man wieder eine Ausbeute 
von 63—T70°/,, genau wie bei den /-Siiuren. Die Ausbeute 
findert sich auch nicht, wenn man das Inosin acetyliert. Das 
Triacetylinosin liefert die gleichen Ausbeuten an Furfurol wie 
das Inosin 70—75°/,. Damit scheint uns bewiesen, daB die 
Acetylgruppen an andere Kohlenstoffatome der Pentose treten 
als der Phosphorsiiurerest und daf in der Tat die verschiedene 
Stellung des Phosphorséurerestes den Unterschied zwischen der 
h-Adenylsiure und der ¢-Inosinsiure und damit auch der ¢-Adenyl- 





siure bedingt. 

Zum NSchluB haben wir festgestellt, daB das A-Guanosin die 
gleiche Ausbeute an Furfurol liefert wie die -Guanylsiure, wie 
das ja auch ohne weiteres vorausgesetzt werden muBte. Gleich- 
zeitig muB daraus geschlossen werden, dab das A-Guanosin den 
gleichen Aufbau besitzt wie das ¢-Inosin, beide Kérper liefern 
gleiche Ausbeuten an Furfurol. 

Der Notgemeinschaft, die uns Mittel fiir die Durchfihrung 
der Analysen zur Verfigung stellte, sagen wir auch an dieser 
Stelle unsern herzlichsten Dank. 


') J. of biol. Chem. 85, 785 (1930). 
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Weitere Studien tiber das Schicksal des Histidins 
im tierischen Organismus. 
Von 
Emil Abderhalden und Severian Buadze. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1931.) 


In einer Reihe von Untersuchungen haben wir u. a. die Be- 
ziehung des Histidins zum Kreatin bzw. Kreatinin an Hand von 
Versuchen am gesamten Tier (Hund) gepriift. Es wurden Ergebnisse 
erhalten, die eine Deutung im Simne einer Verwendung von in der 
genannten Aminoséure enthaltenen Atomgruppierungen zur Bil- 
dung von Kreatin zulassen. Besonderen Wert legen wir daraut, 
daB bei den Fiitterungsversuchen auch dann ein Ansteigen des 
Gesamtkreatiningehaltes des Harnes festzustellen war, wenn die 
Stickstoffausscheidung bei im Stickstoffgleichgewicht befindlichen 
Tieren nach Histidinzufuhr nicht mehr gesteigert war, als dem 
Stickstoffgehalt der zugefiihrten Amuinoséure entsprach. Wir 
haben, um weitere Erfahrungen zu sammeln, die Versuche fort- 
vesetzt und sie tiber J-(—)Histidin hinaus auf d-(+-) Histidin 
und auf die racemische Amuinoséure ausgedehnt. Es seien im 
foloenden Versuche an zwei Hunden mitgeteilt. 

Ein Blick auf Tab. 1 zeigt, daB nach Zufuhr von 2 x 3 ¢ 
|-Histidinchlorhydrat die Stickstoffbilanz, die zuvor annahernd 
ausgeglichen war, am ‘l'age der Histidinzufuhr sechwach positiv aus- 
a und an den nachfolgenden Tagen schwach negativ (— 0,085) 

var. Ks stieg ferner, wie in Tab. 2 zusammengestellt ist, der — 
Stickstottechalt des Harnes insbesondere bei Kingabe von 2 * 6 
|-Histidin an, das gleiche gilt vom Harnstoff-Stickstoff, aps ent- 
spricht die Fowskane an diesem nicht dem in der zugefuhrten Histi- 
dinmenge enthaltenen Stickstoff. Eine Zunahme erfuhr auch dic 
Menge an Imidazolkérpern im Harn. Ferner stieg die Gesamtkrea- 
tininmenge deutlich an. Nach der zweiten Eimgabe von |-Histidin, 
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a ack ee aS oh SN ' 
ted cinta . = ba belle i sina —s 
Harn- Ge- NH HN t . ) N-9/ Kreatinin in ¥¢ — 
Y . -N 7 ° N om N o- N J-N ae a azo 0 a 
Datum | menge | samt-N Kot-N N-Bilanz |". ° N N 2 iain Seas : a Bemerkungen 
oe : in g ng in g in g | vorge- ins- korpe! 
in cem in g a a samt-N] pildet | yesamt] in g 
1931") 
Or . 
6. 4 \ cio | 6.7286 | 0.7308 |+ 0,0374 | 0,3019 | 0,1586 5.4000 | 80,24 | 0.4329  0,4375 | 0,0088 Gesamt-N_ d. 
, * " | Nahrung 
= 12. 4. 360 6.7120 | 0,6240 |+ 0,0860 0,1856 | 0,1984 5.1100 | 77,32 | 0,3500 0.3457 | 0,0102 
” a. a 
= 4 460 | 6.8200 | 0,6240 |— 0,0220 ] 0,1765 | 0,2035 | 5.3400 78,40 | 0.4348 0,4320 | 0,01380 
| . . 
- “4 . \ 740 7.7280 | 0,7880 |+- 0.0280 | 0,2464 0,2352 6.3920 82.75 10,5216 | 0.5440 | 0,0464 2x 3g ]-Histidin- 
7 wo chlorhydrat 
® Ee Ge 
- 18. 4. | 890 10,2060 | 1,1820 0.2550 | 0,3204 0.3312 | 8,5760 84.02 | 0,5783 | 0,5760 Q,O181 
yp 19.4. | 
= 24 7 eer ene ' : 5 cat id 
= = r 640 93240 | 0,6500 |— 0,3080 0.4284 | 0, 4220 | 7,4810 80,23 0,6100 | O0,¢ 937 10,1080 | 2 x Og |-Histidin- 
= oy Zz | chlorhydrat 
. oe soo | 6.5500 | 0,6500 |-+ 0,2220 | 0,2540 | 0,2360 | 5.0710 | 77,4 0,3486 , 0,3837 | 0,0120 
= 30. 4. 205 3.3040 | 0.3076 |4- 0,0994 | 0,0966 | 0,0714 2.5100 | 75,66 88 | 0.2212 | 0,0112 
”Y ‘ 
- =e 420 | 7,0350 | 0 6152 | — 0 2282 | 0 1850 | 0,2200 ] 5,6200 =9.88 | 0,3070 | 0,3000 | 0,0090 
< 4. 5. 280 4.8350. | 0.3076 [+ 0,0676 |] 0.1120 | 0,. 980) | 3.5620 | 73,70 | 0.2160 0.2184 | 1.6340 | 8 g d,l-Histidin- 
peo 5. 5. 245 3.3600 | 0.3076 [4 0,0434 | 0, 1016 0.1096 | 2,7100 | 80,66 0,1920 | 0.1912 | 0,0095 chlorhydrat 
= > “7 450 b6.9LOO | 0.5938 O.O818 | 0.2232 9467 | 5.6370 | 81,00 0.3400 0.3420 | 0,0360 
a Ge Gpe 
9.5 755 10.2496 | 0.6907 ,192 0.3520 | O,3850 §.3200 | S117 | 0.0000 0.5488 | 0.03828 
LO. 5. | 
16. 5. ‘ ane on 
~ : 480 6.6350 | 0,5556 | > 0.2315 | 0.2480 | 0,17 ot 5.4800 ] 82,59 | 0.3734 | O,d650 O.O141 
18. 5. 240) 4.0520 | 0.2778 [+ 0, 1760 0.1260 | 0.2640 | 3,35 10 82.70 10,2000 0.2050 | 1,8130 4y d-Histidinchlor- 
19. 5. = ation - ” a ars 
m0 . 430 6.9150 10.5556 | — 0.0486 | 0,1925 | 0.2475 5.5300 | 79,97 | 0.4660 | 0,4700 | 0,0170 hydrat 
21. 5. 235 3.4806 | O.2778 0.0474 | O.0810 TO TIS 9 6000 1 74.70 10,1692 O.1680 | O,0067 
Von der Vorperiode sind nur die letzte Tave angefuhrt. 
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Tabelle 2.2) 
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‘ Kreatinin Imid- 
TH.-NINH.-N] U-N in g onl. 
Datum NH, N NH, N U N Ribinncnatiiaigen nae Bemerkungen 
in g in g in g | vorge- | ins- korper 
bildet gesamt| 1 g 
1931 
11. 4. | 0,0928 | 0,0992 | 2,5550 | 0,1750 0,1728 | 0,0051 
13. 4. | 0,0882 | 0,1017 | 2,6700 | 0,2179 —0,2160 | 0,0065 
15. 4. | 0,1232 | 0,1176 | 3,1960 | 0,2608 | 0,2720 | 0,0232 | 2 >< 3 g 1-Histidin- 
chlorhydrat 
16. 4. | 0,1232 | 0,1176 | 3,1960 | 0,2608 —0,2720 | 0,0232 
17. 4. | 0,1098 | 0,1104 | 2,8585 | 0,1928 0,1920 | 0,0091 
20. 4. | 0,2142 | 0,2110 | 3,7405 | 0,3050 0,3118 | 0,0540 | 26 ¢ 1-Histidin- 
chlorhydrat 
21. 4. | 0,2142 | 0,2110 | 3,7405 | 0,3050 0,3118 | 0,0540 
22. 4. | 0,1270 | 0,1180 | 2,5355 | 0,1743 0,1918 | 0,0060 
30. 4. | 0,0966 | 0,0714 | 2,5100 | 0,2188 0,2212 | 0,0112 
2.5. | 0,0925 | 0,1100 | 2,8100 | 0,1535 0,1500 | 0,0045 
4.5. | 0,1120 | 0,2800 | 3,5620 | 0,2160 0,2184 | 11,6340 | 8g d, 1-Histidin- 
chlorhydrat 
5. 5. | 0,1016 | 0,1096 | 2,7100 | 0.1920 0,1912 | 0,0095 
6.5. | 0,1116 | 0,1233 | 2,8185 | 0,1700 0,1710 | 0,0180 
8. 5. | 0,1175 | 0,1293 | 2,7733 | 0,1867  0,1828 | 0,0109 
16. 5. | 0,1240 | 0,0880 | 2,7400 | 0,1867 0,1840 | 0,007] 
18. 5. | 0,1260 | 0,2640 | 3,3510 | 0,2000 0,2050 | 11,8130 | 4 gd - Histidin- 
chlorhydrat 
19. 5. | 0,0962 | 0,1238 | 2,7650 | 0,2330  0,2850 | 0,008] 
21. 5. | 0,0810 | 0,1185 | 2,6000 | 0,1692 0,1680 | 0,0067 
Tabelle 3. 
7 | ee OE te "7 
sy y Kreatinin 
es leg! @ ae] sé aa Ss 
5 = ) = = Z 4 | ae Bemerkungen 
4 BS © _ ai _ —— Ins- E E 
eo nad 7, 7, bildet gesamt ay. 
1931 
on, af} 540 [8.0312 [0,1260 |0,3894 | 0,7621  0,6920 |0,0154 
es (0,3810 (0,3460 
pro die) pro die) 
27. 4. | 255 [13,8100 10,0930 [0,1080 | 0,3000 0,2958 |0,0060 
28. 4. | 380 [5,7520 |0,2836 10,1364 | 0,4920 0,5218 }0,1800] 10 ¢ 1|-Histidin- 
chlorhydrat 
(per os) 
20. 4. | 270 14,2760 10,2100 J0,1590 | 0.3206 0,3000 |0,0324 
30. 4. | 245 13,9600 |0,1400 0,1270 | 0.3450 0,3300 |0,0130 























1) In Tab. 2 sind die fiir die Frage der Kreatin-Kreatininbildung aus 
Histidin entscheidenden Werte iibersichtlich zusammengestellt. 
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und zwar von 2 * 6g seines salzsauren Salzes betrug die Stickstoff- 
bilanz —0,1540, und an den folgenden Tagen -+-0,1110 und +0,0994, 
Praktisch bestand somit annaéhernd Stickstoffgleichgewicht. Die 
Gesamtkreatininausfuhr stieg an, das gleiche gilt von den Werten 
der Imidazolkorper, von Harnstoff und Amunostickstoff. Nach 
Zufuhr von 8 ¢ d,l-Histidinchlorhydrat war die Menge an Imid- 
azolkOrpern im Harn, wie zu erwarten, stark erhéht, und zwar 
bedingt durch Ausscheidung von nicht angegriffenem d-Histidin. 
Auf die Ausscheidung von unveranderter Aminosiure ist auch das 
erhebliche Ansteigen des Aminostickstoffgehaltes zuriiekzufiihren. 
Wie wir durch besondere Versuche zeigen konnten, ist d-Histidin 
fur den Organismus nicht unangreifbar. Nach seimer Verfiitterung 
erschien nur cin Anteil davon im Harn wieder, und zwar vermochten 
wir nur 40—45°/) des verabreichten d- Histidins als solches im 
Harn festzustellen. Leider litt an den ‘agen, an denen d-Histidin 
im Harn erschien, die Genauigkeit der colorimetrischen Kreatinin- 
bestimmung, und zwar sind die ermittelten Werte ohne Zweifel 
etwas zu klein ausgefallen. Hervorgehoben sei noch, dab die 
Ammoniakstickstoffausscheidung an den Tagen der Verabreichung 
von Histidin etwas anstieg, Am geringsten war die Vermehrung 
nach Verabreichung von d,l- und von d-Histidin. Der in Tab. 3 
wiedergegebene Versuch zeigt besonders deutlich den Einfluf 
von Histidin auf die im Harn erscheinende Gesamtkreatininmenge. 
Nach Verfiitterung von 10 ¢ 1|-Histidinchlorhydrat stieg die Ge- 
samtkreatininmenge von 0,2958 ¢ auf 0,5218 ¢. Die Stickstoft- 
ausscheidung stieg nicht wher die Menge an zugefiahrtem Stick- 
stoff in Gestalt von Histidin an. 

lis bestatigen somit weitere Versuche die Beobachtung, dab 
nach Eingabe von Histidin eine Vermehrung der Gesamtkreatinin- 
menge in Erscheinung tritt, und zwar hat diese nicht ein Ansteigen 
des Gesamtstickstoffstoffwechsels als Voraussetzung. In bestétiguny 
der Angabe von F. Kauffmann und Rk. Engel konnten wir fest- 
stellen, daB auch nach |-Histidinzufuhr ein erheblicher Teil des 
in der genannten Aminosiiure zugefiihrten Imidazolringes 1m 
Harn wiedererscheint.?) 

Die Frage der Verwandlung von Histidin im Organismus 1:1 
durch zwei Beobachtungen erneut in den Vordergrund des Inter- 
esses geriickt: eimmal durch die Feststellung, daB Lebergewele 
bzw. Leberauszug die genannte Aminosiiure zu verindern ver- 


') Z. klin. Med. 114, 405 (1930.) 
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mag), und dann durch die Beobachtung, daB auch Histamin 
unter dem EinfluB von Fermentvorgingen eine Beeinflussung er- 
fahrt.2) Edlbacher?) hat fir den Abbau des Histidins einen 
besonderen Fermentkomplex, genannt Histidase, verantwort- 
lich gemacht. Das fiir die Verainderung des Histamins verant- 
wortliche Ferment ist Histaminase genannt worden.2) Ks ist 
nun beziglich der Frage des Abbaues von Histidin durch in der 
Leber vorhandene Fermente eine Diskussion entstanden. Es 
sind die Angaben von Kdlbacher wher die Menge von Ammoniak, 
die beim Zusatz von Histidin zu Leberbrei zur Abspaltung komunt, 
und wher das Auftreten von Glutaminsiiure als Abbauprodukt des 
Histidins in Zweifel gezogen worden.*) Wir haben in Weiter- 
verfoloung des Problems der Beziehung von Histidin zu Kreatin 
bzw. Kreatinin eine Reihe von Erfahrungen iiber den KinfluB von 
Leberausziigen auf Histidin gewonnen, die in folgendem kurz 
initgeteilt werden. Sie kléren die Ursache von Meinungsverschieden- 
heiten uber die Verwandelbarkeit von Histidin durch Gewebe in 
inanchen Punkten auf. Uns kam es in erster Linie darauf an, 
lestzustellen, ob neben einer Abspaltung der NH,-Gruppe 
aus Histidin noch eine Aufsprengung des Imidazol- 
kernes feststellbar ist. Da innerhalb des Organismus eine 
solche stattfindet, unterhegt kemem Zweifel. Zunichst suchten 
wir ausfindig zu machen, welches die besten Bedingungen sind, 
um wirksame Ausziige aus der Leber zu erhalten. Wird diese durch 
die Fleischhackmaschine getrieben und der Brei ohne weiteres mit 
Glycerin ausgezogen, dann erhélt man nur sehr schwach wirksame 
ermentlésungen. Wird jedoch das Zellgefiige nach dem Ver- 
fahren von Buchner durch Verreiben mit Seesand zerst6ért und 
das Ausziehen mit Glycerin bei Zimmertemperatur vorgenommen, 
dann erweisen sich die kollierten Ausziige als recht wirksam. Wir 
priiften ferner, ob an der Luft getrocknetes, mit Aceton und Ather 
cntfettetes Gewebe als Ausgangsmaterial fiir die Bereitung von 
Wirksamen Ausziigen verwendbar ist. Es war jedoch ihre Wirkung 
<chr gering. 

Bei der Durchfithrung der Versuche tiber den EinfluB von 
(Glycerinausziigen aus Lebergewebe stellten wir zunichst den [in- 


') §. Edlbacher, Diese Z. 157, 106 (1926); S. Edlbacheru. J. Kraus, 
Diese Z. 191, 225 (1930); 195, 267 (1931). 

*) C. H. Best u. E. W. MeHenry, J. of Physiol. 70, 349 (1930). 

*) E. Mislowitzer u. F. Kauffmann, Biochem. Z. 226, 325 (1930); 
=34, 101 (1931). 
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fluB verschiedener Bedingungen fest, um ein Optimum an Wirkung 
zu erreichen. Es zeigte sich, daB ei engbegrenztes px-Optimum 
nicht vorhanden ist. Wir fanden, daf zwischen pu 8 und 9 die 
eroBten Ausbeuten an Ammoniak erhalten wurden und zwar in- 
sofern unregelmabig, als bald bei einem naéher zu 8, bald néher 
zuo9 gelegenen px die maximale Ammoniakausbeute auftrat. 
Tab. 4 mbt Emblick in den Ausfall eines solehen Versuches. Wir 


wandten zundchst pu = $,3 an. 


Tabelle 4. 























7, Verbrauchte Differenz . Er- 

vr: n/50-H,SO, N in mg zwischen cs mittelter 
FE Pu in com ' Versuch Hstidin-N N in °%, 
- Ver-  Kon- | Ver- Kon- Baers in mg oe 

Nd Kontrolle Zusatzes 

such trolle | such trolle 

1 | 8,58 8.00 0,44 2,24 0,12 2,12 9,25 22,92 
» 18,93 5.40 0,30 1,51 0,08 1,43 9,25 15,46 
31936] 6,90 0,42 | 1,93 0,12 1,81 9,25 19,57 
t 18,30] 19,80 7,40 5,54 2,07 3,47 9,25 37,51 

5 18,53] 18,78 6,15 5,26 1,72 3,54 9,25 38,27 
§ 18,93 | 25,90 — 8,00 7,25 2,24 5,01 9,25 54,16 
7 19,36] 27,55 8,80 7,71 2,46 5,25 9,25 56,75 


ser Versuche, das wirksame Agens der Leberausziige zu 
inaktivieren, zeigte sich, daB einstiindiges Erwairmen auf 80° dazu 
erforderlich war. Wir priften auch den EinfluB der Abkihlung. 


_ 


Kin besonderer EinfluB war nicht feststellbar. Vgl. hierzu Tab. 5. 


Tabelle 5. 





2 Verbrauchte a Differenz Er- 

2 n/50-H,SO, N in mg zwischen | mittelter 

5 in ccm Versuch | N in °/, | Bemerkungen 

Fz : ; ae. und des 

CG Ver- Kon- Ver- Kon- Kontrolle | Zusatzes 

— | such trolle such trolle 

1 | 26,60 5,60 7.45 1,57 5,88 63,58 Ohne Temp.- 
Beeinflussung 

2 1 11,50 4,90 3,22 1,37 185 20,00 1 Stunde auf 

65° erwarmt 

3 7 10,05 4,80 2.81 1,34 1,47 15,89 1 Stunde auf 
70° erwarmt 

4 6,30 6,45 1,76 1,81 0,05 -- 1 Stunde auf 
80° erwarmt 

§ | 22,25 6,40 6,23 1,79 4,44 48,00 3 Stunden auf 
— 5° abgekiih!t 

6 | 22,35 5.70 6,26 1,60 4.66 50,38 2 Stunden aui 
— 15° abgekiih!t 
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Sowohl Edlbacher und J. Kraus als auch EK. Mislowitzer 
und F. Kauffmann haben beim Zusatz von Histidin zu Aus- 
ziugen aus Leberbrei Bildung von Ammoniak beobachtet, jedoch 
zeigte sich in Hinsicht auf die Menge an solchem ein grober Unter- 
schied. Wir sind der Ursache dieser Differenz nachgegangen und 
konnten feststellen, daB alles davon abhingt, in weleher Art und 
Weise die Bestimmung des Ammoniaks erfolet. Unterdessen ist 
von den genannten Autoren gleichfalls auf diesen Punkt hin- 
cewlesen worden. Wir teilen deshalb unsere Erfahrungen nur ganz 
kurz mit. Abweichend von der gewohnlichen Art der Feststellung 
der Anwesenheit von vorgebildetem Ammoniak beniitzten [dl- 
hacher und Kraus Lauge zur Austreibung von Ammoniak. Wir 
priften zunichst, wie sich Histidin als solehes unter den von den 
cvenannten Forschern zur Ammoniakbestimmung verwendeten Be- 
dingungen verhalt. Wir stellten eine Lésung von je 50 me I-, d- und 
d,!-Histidinmonochlorhydrat her. Die Reaktion der Histidin- 
losungen wurde auf px = 8,3 eingestellt und mit je 10 cem Phos- 
phatpuffer pa = 8,3 versetzt. Nach Uberschichtung mit 2,0 cem 
Voluol stellten wir die Lésungen in verschlossenen Kjeldahlkolben 
inden Brutraum. Jeder emzelne Versuch wurde doppelt angesetzt. 
Zu dem einen gaben wir 10 cem 33°/jige Sodalésung, zum andern 
33°/jige Natronlauge. Hierauf wurde bei einer Wassertemperetur 
von 60° 27/, Stunden lang destilliert. In keinem Fall fand Am- 
iioniakentwicklung statt. Erfolgte bei den Versuchen mit Histidin 
und Leberauszug die Ammoniakbestimmung in der iiblichen Weise 
(Destillation bei etwa 45° unter Anwendung von Natriumbicarbonat 
bzw. -carbonat bzw. Magnesia), dann wurden Ammoniakwerte er- 
halten, die nicht an jene Menge heranreichen, die der abgespaltenen 
\H,-Gruppe entsprechen. In keinem Fall fallen die Werte hoher 
aus. Ersetzt man jedoch das schwache Alkali durch stirkeres, 
und treibt man das Ammoniak bei 60° iitber, dann werden erheblich 
hohere Ammoniakwerte erhalten. Vel. hierzu Tab. 6. Wird die 





Tabelle 6. 


| 
| 
| 


wis = c Verbrauchte - re wg 
2 & gD n/50-H,SO, N in mg 8 a =A Ng oO soe 
2/288 in ccm Sas | oga|2-2 
>| 5 — Kon- , Kon- | S64 | S37 | EA o 
=| 28.8 | Versuch trotte | Versuch trolle JAS |N= [A Ss 
| 15 5,90 = 0,10 165 0,03 1,62 9,25 17,51 
2 15 16,00 3,57 4,48 1,00 3,48 9,25 37,62 
15 24,70 5,30 6,92 1,48 5,44 9,25 57,73 
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zur gleichen Menge Glycerinauszug aus Leber einer Darstellung 
zugesetzte Histidinmenge erhoht, dann nimmt die Bildung von 
Ammoniak in den Ansitzen absolut zu (Tab. 7). Bei Verwendung 
verschiedener Mengen an Glycerinauszug zeigte sich in Hinsicht 
auf die Ammoniakbildung bei gleichbleibender Histidinmenge kein 
deuthcher EinfluB (vel. hnerzu die Tab. 8). 


Tabelle 7. 


























Aufent \ erbrauchte * Differenz Zu- Er- 
halt im n/50-HSO, N in mg zwischen | gesetzter | mittelter 
Brutraum in ccm Versuch Histi- N in °/5 

mn —— “a und din-N des 
Stunden | Versuch Versuch - |Kontrolle} in mg | Zusatzes 

trolle trolle 

14 0.90 0,25 O25 0,07 0,18 0,93 19,35 

14 ma) 30 0,42 O08 0,34 1,85 18,40 

17 5.61 O60 1,57 O17 1,40 4,63 30,24 

Tabelle 8. 

5% jx Za] Verbrauchte a Bot Be A © 
ae n/50-H,SO N in mg e§saise S os 
Z2iS6 «= ee , = Sa ,o1/ 8.9 Mies 
> |lesaeg in cem ROSE] OSA o° & 
~ a he wy 22 = ec ow = > cq Nw 

— ~ arn, ~ “ Sing °S So Y ~ =} = te 
eFiss fa en Kon- ee; Kon- ix - aw D0, x = -. 
Y ~¢c ersuc ‘rsuc ma NG fan) = 4 
> I 85 trolle trolle SENS me 
| 13 6.90 0,28 1,93 0,08 1,85 9,25 20,00 
2 13 7.10 O40 1,99 O,11 1,88 9,25 20,32 

















In besonderen Versuchen priften wir, ob dem Auftreten von 
Ammoniak be: der Einwirkung von Leberauszug auf Histidin eine 
entsprechende Abnahme an dieser Aminoséure entspricht. Wir 
fiigten zuniichst Histidin zu Leberauszug, siiuerten dann sofort 
an und arbeiteten dann das Gemisch auf Histidin auf. Is gelang, 
von der erwihnten Aminosiure den groBten Teil wiederzugewinnen. 
Leider verfiigen wir uber keine Methode, die eine 100°/jige Isohie- 
rung gestattet. In weiteren Versuchen lieBen wir das Gemisch 
Histidin + Leberauszug 24—48 Stunden bei 87° stehen. In Jedem 
einzelnen Falle eB sich ein betrachtlicher Verlust an der zugesetzten 
Aminosiure nachweisen. 

Das Hauptinteresse konzentriert sich, wie bereits erwahnt, 
aut die Frage, in welehem Verhaltnis die mit starkem Alkali aus- 
treibbare Ammoniakmenge zu der wihrend der EKinwirkung der 
Fermentlésung auf das Histidin in Verlust geratenen Aminogruppe 
Wie aus Tab. 9 ersichtlch, steht einwandfrei fest, daB ein 


steht. 
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Tabelle 9. 





Versuchs-Nr. 





























Teil der in Erscheinung tretenden Ammoniakmenge aus_ einer 
andern Quelle als der Aminogruppe herstammt, d.h. es wird 
Stickstoff aus der Imidazolgruppe in Freiheit gesetzt.. Weder wird 
ber der Emwirkung von Leberextrakt das gesamte zugesetzte 
[listidin desaminiert, noch kommt es zur vélligen Aufspaltung des 
vorhandenen Imidazolringes. 

SchheBlich haben wir uns noch die Frage vorgelegt, ob sich 
die Wirkung von Leberausziigen auf |-Histidin beschriinkt, oder 
aber, ob auch d-Histidin angegriffen wird. Wie aus l'ab. 10 hervor- 
veht, ist das letztere der Fall, jedoch war die Ammoniakbildung 
ber Verwendung der in der Natur vorkommenden optisch-aktiven 


Tabelle 10. 

















7 Verbrauclite Differenz — 

h n/50-H,SO, N in mg zwischen | Ermittelter 
"S in ccm Versuch N in °/o 
2 eas Poser ; _ und des Zusatzes 
iS Versuch  Kontrolle | Versuch Kontrolle}| Kontrolle 

] 9,52 0,03 2,66 0,01 2,65 28,65 

2 5,20 0,02 1,46 0,01 1,45 15,50 

3 1,40 0,60 0,39 0,17 0,22 2,40 

4 6,30 0,04 176 | 0,01 1,75 9.45 

5 1,50 0,60 0,42 QO,17 0,25 1,35 

6 22,10 7,11 6,19 1,99 4,20 45,40 

7 20,35 7,11 5,70 | 1,99 3,71 39,60 

S 24,20 9,40 6,78 | 2,63 4,15 44,68 

9 21,00 9,40 5,88 | 2,63 3,25 34,68 

lv) 15,20 9,40 4,26 | 2,63 1,63 17,64 


oh » » me 
Das pro Ansatz| 8“ 5 ae s 2 os 
ain a. am aC on = = -~ © ; i. © = 
oie angewandte low nasal Ze tT gpajenaf {esr 
= 5 0 i ale iais ° + ye i = & Soe a om = the 
= 8 |Histidin enthielt] <4 »pleel Sb] S- JSR lec sls "es ] 8 -F 
ee5 ——|se8d/e" Sie" | Sn 1k" §ieA4alaeed 
= = , <-, ' Cm & oe ere Ces i S. 4 
Sen . | + » [ZR alSB SS] oF | ae [SSM] SEN | os 
= ss Some Pt oS leat to. 1 BB iA ee lbs ew | Bs 
“<e.8] & 4 ee I~ sS Peal em im SF IP Sale sole te 
jam cS = To : — = O CS] 
- n 7 o as S31 AA . se SESE [SiS 
-_— co" [5 N ~ NJ Pee 
~~" 4 oF 
14 9,25 3.08 3,84 1.96 1,82 | 5,58 134 | 46,88 | 42,00 
14 2,58 - 1,24 . 
21 9,25 3,08 5,42 1,88 | 5,38 | - 56,32 | 36,08 
6 1,20 . 5,21 
. ep. o= _ Od 
21 - 4,22 O17 
38 9,25 3,08 5,25 1.34 174 | 7,11 5 4¢) | 080387 32,22 
38 ~- 3,91 . Se 
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Form bei weitem am groBten. Zu den in der Tabelle niedergelegten 
Werten sei ausgefthrt, daB die Versuche 1, 4,6 und 8 mit |-Histidin, 
2, 7 und 9 mit d,l- und 5 und 10 mit d-Histidinmonochlorhydrat 
ausgeftihrt worden sind. Bei den Ansiitzen 1—)d wurde zur Be- 
stunmung des gebildeten Ammoniaks 21/, Stunden lang bei 45° 
nach Zusatz von 10 cem 33°/,iger Sodalésung destilliert. Bei allen 
anderen Versuchen erfolgte die Ammoniakbestimmung bei 60° und 


unter Verwendung von 33°/siger Natronlauge. 





Experimenteller Teil. 


a) Fiitterungsversuche: Der Versuchshund wog 8,5 kg. Die tiagliche 
Nahrung bestand aus Fleischpulver, Starke, Margarine, Knochenmehl und 
Hefe (Gesamtstickstoffgehalt 3,711 g). Zubereitung der Nahrung: Die 
Margarine wurde geschmolzen und der iibrige Teil der Nahrung in sie ein 
vetragen. Wir setzten dann 250 cem Wasser zu, riihrten das Gemisch durch 
und verabreichten es dann taglich lauwarm zu genau der gleichen Zeit. Das 
verabreichte salzsaure Histidin wurde nach Neutralisation der Salzsaiure der 
tiiglichen Kost beigemischt. Der Kot wurde in der Regel in Abstaénden von 
5 Tagen und der Harn taglich bzw. jeden zweiten Tag analysiert. Die Spiil- 
fliissigkeit des Kafigs wurde gesondert untersucht. Zur Bestimmung der 
einzelnen Verbindungen ist folgendes zu erwahnen: Es erfolgte die Ammoniak- 
bestimmung nach O. Folin und W. Denis'), diejenige des Kreatinins nach 
©. Folin®), diejenige des Harnstoffes nach der Xanthydrolmethode (Fosse).”) 
Der Aminostickstoff wurde nach Sérensen festgestellt. Zur quantitativen 
Bestimmung der Imidazolkérper wandten wir die colorimetrische Methode 
von Hanke und Koéssler?*) an, unter Benutzung des Leitzschen Colorimeters. 
Zu der letzteren Bestimmung ist folgendes zu bemerken: Die Fallung mit 
Bleiacetat wurde 2mal durchgefiihrt. Bei der ersten Fallung mu streng 
darauf geachtet werden, daB die Reaktion schwach alkalisch bleibt, weil sonst 
Karbstoffe, die gefallt waren, wieder in Lésung gehen. Wir haben ferner, um 
sicher zu sein, daB keine Stérung der Imidazolkérperbestimmung durch 
Phenole u. dgl. erfolgt, die nach der Bleiacetatfaillung schlieBlich verbleibende, 
angesiuerte Lésung wiederholt nach Zusatz von Wasser abgedampft. 

Zu den in Tab. 3 wiedergegebenen Versuchen wurde ein Hund voi 
Kérpergewicht von 14,5 kg verwendet. Die Zusammensetzung der Nahrung 
war dieselbe, wie bei dem vorerwahnten Versuche. Die Gesamtstickstoffmenge 
der Nahrung betrug 4,58 g. Die am 28. April verabreichten 10 g 1-Histidin- 
dichlorhydrat enthielten 1,847 g Stickstoff. 

b) Versuche mit Glycerinausziigen aus Lebergewebe. Zu den 
in Tab. 4 wiedergegebenen Versuchen ist folgendes zu bemerken: Zur Her- 


stellung von pH = 8,3 verwandten wir m/5-Phosphatlésung nach Sorensen. 


‘) J. of biol. Chem. 11, 527 (1912). 

*) Diese Z. 41, 223 (1904). 

*) Vgl. hierzu Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol. u. pathol. chem. 
Analyse, 9. Aufi., 779 (1924). 

4) J. of biol. Chem. 39, 497 (1919); 43, 527 (1920); 59, 803 (1924). 
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Fir alle anderen angefiihrten py kam Glykokollpuffer zur Anwendung. Die 
angewandten Glycerinausziige waren aus frischer Meerschweinchenleber ge- 
wonnen. Pro Ansatz wurden davon 5,0 ccm, entsprechend 2,5 g des urspriing- 
lichen Organs, verwendet. Die zugesetzte Histidinmenge enthielt 9,25 mg 
Stickstoff. Versuch Nr. 1, 2 und 3 umfaBte ein l5stiindiger Aufenthalt im 
Brutraum. Die K6élbchen von Versuch 4—7 verblieben 17 Stunden bei 37° 
Destilliert wurde in jedem Falle 2'/, Stunden, und zwar bei Versuch 1—3 
bei 45°, bei Versuch 4—7 bei 60°. Zu den Ansatzen 1—3 wurden 10 ccm 33°/,ige 
Sodalésung und zu 4—7 10 ccm 33°/jige Natronlauge zugesetzt. 


Zu den Versuchen in Tab. 5 ist folgendes zu bemerken: 5 Kjeldahlkolben 
wurden mit je 5,0 ccm Glycerinauszug aus Leber beschickt. Ansatz 1 wurde 
ohne vorherige Temperaturbeeinflussung mit Histidin und Puffer versehen. 
Bei den Ansaitzen 2—5 erfolgte der Histidin- und Pufferzusatz erst nach voraus- 
gehender Temperatureinwirkung auf den Glycerinauszug. Samtliche Ansitze 
verblieben 24 Stunden im Brutraum. In allen Fallen wurde nach Zusatz von 
33°/,iger Natronlauge 2!/, Stunden lang destilliert. Der N-Gehalt des zu- 
gesetzten 1- Histidindichlorhydrates betrug 9,25 mg. 


Zu den Versuchen der Ergebnisse, die in Tab. 6 mitgeteilt sind, sei be- 
merkt, daB bei Versuch 3 bei 60°, bei Versuch 1 und 2 bei 45° destilliert wurde. 
Bei Ansatz 1 setzten wir 10 ccm 33°/,ige Sodalésung, bei den Ansaitzen 2—3 
10 com 33°/jige Natronlauge zu. Destillierdauer 2'/, Stunden, Die Glycerin- 
auszuge entstammten frischen Meerschweinchenlebern. Angewandte Menge = 
5,0 eem; Aufenthalt im Brutraum 15 Stunden. 


Zu Tab. 7: Angewandte Meerschweinchenleberauszugmenge 5,0 ccm. 
Versuche der Tab. 8: Ansatz 1 enthielt 5,0, Ansatz 2 10,0 cem Leber- 


auszug. Zu Ansatz 1 hatten wir zur Herstellung des gleichen Volumens 5,0 ccm 
destilliertes Wasser hinzugegeben. 


Zu Tab. 9: Jeder Ansatz enthielt 5,0 cem Glycerinauszug aus Meer- 
schweinchenleber und 10 ccm m/5-Phosphatpufferlésung vom py = 8,3. Zu 
den Ansétzen 1, 3 und 5 wurden 5,0 cem einer 1-Histidindichlorhydratlésung 
mit einem N-Gehalt von 9,25 mg und einem NH,-N von 3,08 mg zugesetzt. 
Zu den Versuchen 2, 4 und 6 gaben wir an Stelle der Histidinlésung 5 ccm 
destilliertes Wasser. Die Ansatze 1 und 2 verblieben 14, die Ansatze 3 und 4 
21, die Ansaitze 5 und 6 38 Stunden bei 37°. Die Aminostickstoffbestimmungen 
wurden in 2 ccm der Lésung nach van Slyke ausgefiihrt. Bei der Ammoniak- 
bestimmung gingen wir, wie folgt, vor: Um jeden Verlust an Ammoniak zu ver- 
meiden, leiteten wir durch das Gemisch ohne jeden Zusatz 1/, Stunde lang 
bei Zimmertemperatur Luft, die nach dem Verlassen desselben vorgelegte 
Saure passierte. Dann wurde die zur Aminostickstoffbestimmung notwendige 
Menge entnommen. Nunmehr setzten wir zu der iibrigen Fliissigkeit 10 cem 
33°/,ige Natronlauge und destillierten wie iiblich bei 60°. 


Zu Tab. 10: Die Darstellung von d,l-Histidin und d-Histidin erfolgte 
in bekannter Weise aus 1-Histidin. Zur Racemisierung kochten wir 50 g 
|-Histidinmonochlorhydrat in 700 cem Wasser unter Zusatz von 250 g frisch 
umkrystallisiertem Bariumhydroxyd. Die Inaktivierung vollzog sich ganz all- 
mahlich. Nach 8 x 24stiindigem Erhitzen war die optische Drehung auf 0° 
vesunken. Wird die Racemisierung im Autoklaven durchgefiihrt, dann er- 
tulut sie rascher, jedoch treten erhebliche Verluste ein. Zur Spaltung in die 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC. ‘ 





Emil Abderhalden und Severian Buadze, 


ae 


beiden optisch-aktiven Formen verwandten wir d-Weinsaiure.!) Das zu unsern 
Versuchen verwendete d-Histidin zeigte eine spezifische Drehung von -+- 39,419. 

12041 ¢ d-Histidin, mit Wasser auf lOO ccm aufgeftllt, ergaben bei 
Natriumlicht in einem | dm-Rohr « =-+- 0,51°. 

Der N-Gehalt des Histidins betrug in den Ansiitzen 1, 6 und 8 je 9,25 mg, 
in Nr. 4 18,50 mg, in Nr. 2 ,7 und 9 je 9,37 mg, in Nr. 5 18,47 mg und endlich 
in Nr. 10 9,24 mg. Die Glycerinausziige fiir die Versuche 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 
und 10 wurden aus Meerschweinchenleber, diejenigen fiir die Ansitze 4 und 5 
aus der Leber frisch geschlachteter Kaninchen bereitet. In den ersteren Fallen 
wurden vom Auszug 5,0cem, in den zwei letzten 6,0cem pro Ansatz gebraucht. 
Das pu war in allen Ansitzen 8,30. Aufenthalt im Brutraum bei Nr. 1, 2, 
3, 6, 7, 8, 9 und 10 15 Stunden, bei Nr. 4 und 5 17 Stunden. 

ce) Versuche zur Tsolierung des zu den Leberausziigen zu- 
gesetzten Histidins. Hierzu ist folgendes zu bemerken: Es wurden 3 g 
|-Histidinmonochlorhydrat in 60 cem Wasser gelést. Die Lésung wurde auf 
po -- 8,3 gebracht und mit Wasser auf 70 ccm aufgefiillt. Hierauf wurden 
SO cem Glycerinextrakt aus Pferdeleber (-- 40 g des urspriinglichen Organs) 
und 150 cem Phosphatpuffer (px == 8,3) hinzugefiigt. Das Gemisch wurde 
sofort schwach angesauert, aufgekocht und filtriert. Den Filterriickstand 
kochten wir 2mal mit je 800 cem Wasser aus. Samtliche Filtrate wurden 
vereinigt. Sie zeigten einen leicht gelblichen Farbton. Die Gesamtfliissigkeits- 
menge betrug 1500 cem. Nunmehr wurde das Histidin bei sodaalkalischer 
Reaktion mit 15 ¢ alkoholischer Sublimatlésung versetzt. Nach 48stiindigem 
Stehen wurde vom abgesetzten Niederschlag abdekantiert und der letzte Rest 
der ihm beigefiigten Fliissigkeit durch Zentrifugieren entfernt. Der Queck- 
silberniederschlag wurde noch mehrfach in Wasser aufgewirbelt und wieder 
abzentrifugiert. Nunmehr wurde er in 300 ccm warmem Wasser aufgenommen 
und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Vom Quecksilbersulfid wurde abfiltriert 
und der Schwefelwasserstoff durch Durchleiten von Luft durch das Filtrat 
entfernt. Hierauf wurde unter vermindertem Druck eingedampft, bis Kry- 
stallisation erfolgte. Insgesamt wurden 2,4 ¢ = 80°/, des zugesetzten Histidin- 
ehlorhyvdrats wiedergewonnen. Zur Kontrolle wurden Versuche genau der 
gleichen Art, jedoch ohne Histidinzusatz, angesetzt. Die Verarbeitung war 
die gleiche. Es konnte kein Histidin festgestellt werden. Bessere Ergebnisse 
in Hinsicht auf die Ausbeute an zugesetztem Histidin erhielten wir mittels der 
Dialvsiermethode. Es sei tiber den Verlauf eines solechen Versuchs kurz be- 
richtet: 2 ¢ 1-Hist idinmonochlorhydrat wurden in 60 cem Wasser gelést und 
die Reaktion auf py = 8,3 gebracht. Dann wurden 100 ccm Glycerinextrakt 
aus Pferdeleber und 150 ccm Phosphatpuffer zugegeben. Unmittelbar nach 
erfolgter Mischung wurde mit Salzsiure angesiuert und in einem Gutbier- 
schen Apparat dialysiert. Die AuBenfliissigkeit, der stets Chloroform und Toluol 
beigegeben war — auch die Innenfliissigkeit wurde damit versehen — wurde 
alle 2 Stunden gewechselt. Die Dialyse wurde so lange fortgesetzt, bis die 
AuBenfliissigkeit keine Diazoreaktion mehr gab. Es war das in der Regel nach 
6} Tagen der Fall. Das etwa 50 Liter umfassende Dialysat wurde fortlaufend 
im Vakuum eingedampft. SchlieBlich isolierten wir das Histidin in der gleichen 
Weise, wie oben beschrieben, durch Fallung mit Sublimat. Die Ausbeute 
betrug IS ¢ = 90°... Nach beiden Verfahren wurden auch Ansatze auf- 


1) Vgl. hierzu E. Abderhalden u. A. Weil, Diese Z. 77, 435 (1912). 
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gearbeitet, bei denen ein gleiches Gemisch von Histidin und Leberauszug, 
wie oben beschrieben, 24—48 Stunden bei 37° aufbewahrt worden war. Die Aus- 
beute betrug 43,3°/, bzw. 35,0°/,. Die erstere Ausbeute wurde bei 24stiindigem, 
die letztere bei 48stiindigem Aufbewahren des Ansatzes bei 37° erhalten. In 
andern Versuchen wurde das Histidin auf colorimetrischem Wege nach Hanke 
und Koessler bestimmt. Die Ergebnisse waren die gleichen, wie eben mit- 
veteilt. 


Zusammenfassung. 


In Ubereinstimmung mit friiher mitgeteilten Befunden konnte 
festgestellt werden, daB Zufuhr einer ausreichenden Menge von 
!-Histidin auch dann zu einem Ansteigen der gesamten Kreatinin- 
ausscheidung im Harn fiihrt, wenn der Stickstoffstoffwechsel als 
colcher keine Erhohung erfahrt. 

Ks wird der Nachweis gefiihrt, daB nach Verabreichung von 
Histidin nur ein Teil des in ihm in den Korper eingefiihrten Imid- 
azolrmges im Harn wiedererscheint. Das ist auch dann der Fall, 
wenn d-Histidin zur Verabreichung kommt. Daraus geht hervor, 
daB, wenn auch nur in beschrinktem Ausmafe, die nicht im der 
Natur vorkommende optisch-aktive Form des Histidins bei Zufuhr 
per os eine Verainderung erleidet. Da auch Glycerinausziige aus 
Lebergewebe d-Histidin zu veriindern vermdgen, darf aus dem 
eben mitgeteilten Befund geschlossen werden, da er nicht bzw. 
nicht ausschlieBlich auf die Einwirkung der Darmflora auf die 
zugefiihrte Aminoséiure zurickzufiihren ist. 

Die Beobachtung von FEdlbacher und Kraus, wonach 
Glycerinausziige aus Lebergewebe Histidin veriandern, wird be- 
stitigt. Es wird gezeigt, daB nach Zerstérung der Struktur der 
Leberzellen die wirksamsten Glycerinextrakte erhalten werden. 
Ferner wird nachgewiesen, daB der in Frage kommende Ferment- 
komplex kein eng begrenztes Optimum seiner Wirkung hat. Es 
liegt zwischen pa = 8,0—9,0. AuBerdem wird gezeigt, dab 
die dem Glycerinauszug zugesetzte Histidinmenge im Gegensatz 
zum Kontrollversuch abnimmt, d. h. es entspricht der auf andere 
Weise festgestellten Verainderung des Histidins seine Abnahme. 





In Ubereinstimmung mit Mislowitzer und Kauffmann 
und entsprechend den Beobachtungen von Edlbacher und 
Kraus wird gezeigt, da& bei Verwendung der wblichen Methoden 
zur Bestimmung von Ammoniak nur Mengen erfabt werden, die 
nicht an jene heranreichen, die bei vollsténdiger Desaminierung 
des Histidins entstehen kénnen. Erst dann, wenn stiirkeres Alkali 


- = 
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angewandt und das Austreiben des Ammoniaks bei héherer Tem- 
peratur als sonst wblich (60°) durchgefiihrt wird, erhalt man 
Ammoniakwerte, die fiir eine Beanspruchung von _ Stickstoff 
sprechen, der im Imidazolkern enthalten ist. Die mit der letzteren 
Methode festgestellte Ammoniakmenge setzt sich somit aus zwel 
Anteilen zusammen, nimlich aus priiformiertem Ammoniak (ent- 
sprechend der erfolgten Desaminierung des Histidins) und zweitens 
aus nichtpriformiertem Ammoniak. Dieses wird aus einer noch 
unbekannten Bindung durch das starke Alkali in Freiheit gesetzt. 
Diese Feststellung erschwert die Beurteilung des Befundes von 
Glutaminsiure (Kdlbacher und Kraus). Auch sie dirfte hochst- 
wahrscheinlich nicht vorgebildet, sondern sekundér entstanden 
sein. Der Beweis dafiir, daB das mittels der Methode von Edl- 
bacher und Kraus nachgewiesene Ammoniak nicht nur dem Vor- 
gang der Desaminierung entstammt, wird durch direkte Versuche 
eindeutig gefiihrt. Der Abnahme an NH,-N steht eine Ammoniak- 
menge gegeniiber, die gréBer ist als diejenige, die der Menge der 
abgespaltenen Aminogruppe entspricht. 
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Die Umwandlung der Acetessigsiure durch Phenylglyoxal. 
Von 


M. Henze und R. Miiller. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Juli 1931.) 


Methylglyoxal und Acetessigsiure setzen sich nach unseren 
fruheren Mitteilungen!) *) sofort unter Bildung des Ketols CH,CO- 
CH-OH CH,CO-CH, um. Wir sehen in diesem Ketol méglicher- 
weise ein Intermediarprodukt im Abbau der Acetessigsiure im 
Organismus und demnach auch bei der Umwandlung von Fett in 
Kohlehydrat. Gewisse Beobachtungen im Tierversuch diirften be- 
reits in diesen Sinne gewertet werden.*) Chemisch stiitzt sich diese 
Anschauung auf die Feststellung des Auftretens von Brenztrauben- 
siure bei der Oxydation des Ketols. Die Kohlenstoffkette wird 
dabei in der Mitte (siehe punktierte Linie) gesprengt und es bilden 
sich (iiber 2 Mol. Methylglyoxal?) 2 Mol. Brenztraubensiure. 

Kollege Knoop machte uns nun aufmerksam, daB der Beweis 
der Bildung von Brenztraubensdure allein fiir unsere Anschauung 
nicht zwingend sei. Es kénne das Ketol gewissermaBen wieder 
riickwarts in Aceton und Methylglyoxal zerfallen und nur letzteres 
die Brenztraubensdéure liefern. Ein Beweis sei erst dann erbracht, 
wenn das Ketol mindestens etwas iiber 50°/, der theoretisch még- 
lichen Menge Brenztraubenséure bei der Oxydation liefere. Gewib 
ware es sehr erfreulich, dies konstatieren zu kénnen, denn bislang 
bleiben unsere Ausbeuten sehr hinter den theoretischen zuriick. 
Das ist aber schlieBlich nicht verwunderlich, da erstens die Brenz- 
traubenséure selbst eine leicht weiter oxydable Substanz ist und 
zweitens gewiB auch Nebenreaktionen ablaufen werden. Aber auch 
sonst halten wir den Einwand nicht fiir stichhaltig, denn wir sehen 
nicht ein, wie bei einer Oxydation des Ketols, bei der sicher Brenz- 
traubenséiure gebildet wird, die zweite Halfte Aceton liefern soll. 
Zum mindesten muBte ein Oxydationsprodukt des Acetons ent- 
stehen, was ebenso in unsere Anschauung hineinpassen wiirde. 
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Die Tatsache der Sprengung des Ketols gerade in der Mitte 
seiner IKohlenstoffkette diirfte unseres Erachtens in folgendem be- 
grindet sein: Die groBe Kmpfindlichkeit des Ketols gegeniber 
allen Oxydantien bedingt, daB selbst Oxydationsmittel gelindester 
Art (wie wir unten mitteilen werden) dasselbe zunachst in das 
entsprechende Triketon 

CH,CO-CO-CH,CO-CH, 


iberfihren. Dieses Triketon ist gleichzeitig ein 1,8-Diketon und 

wird daher bei dem von uns gewahlten Oxydationsmodus, d. h. bei 

Alkaligegenwart hauptsichlich als Eno! 
CH,-CO-CH(OH)—CH.CO-CH, 


in Reaktion treten. Die Sprengung wird daher an der Doppel- 
bindung, dem locus minoris resistentiae, angreifen. Die Briichig- 
keit der Kohlenstoffkette der 1,3-Diketone éuBert sich ja auch 
sonst in mannigfacher Weise. Um die Berechtigung dieser An- 
schauung experimentell zu priifen, oxydierten wir ein leicht zu- 
giingliches 1,3-Diketon, das Acetylaceton. In der Literatur konnten 
wir nur eine einzige diesbeziigliche Angabe finden. Der ,,Beilstein* 
sagt: ,,Wird von Oxydationsmitteln zu Essigsiure oxydiert.“* War 
unsere Vermutung richtig, so muBte das Acetylaceton bei Alkali- 
gegenwart in der Enolform 
CH,CO-CH = COH.CH, 


reagieren. Wie wir erwartet hatten, lieB sich leicht feststellen, dab 
das Acetylaceton bei unserem Oxydationsmodus etwa 20°/, Brenz- 
traubensiure liefert. 

Infolge der uns gemachten Hinwiinde haben wir aber trotz- 
dem noch nach einer anderen Beweisfiihrung fiir unsere Ansicht 
gesucht und dazu das entsprechende Phenylketol dargestellt. 

Phenylglyoxal und Acetessigsiiure vereinigen sich ebenso aldol- 
artig unter gleichzeitiger Abspaltung von Kohlenséure zu dem 
Ketol 

C,H, CO-CHOH: CH, -CO-CH,. 


Bei seiner Oxydation in der friiher angegebenen Weise entstehen 
nebeneinander Brenztraubensiure und Phenylglyoxylsiure. Wir 
glauben, daB ein AnalogieschluB gerechtfertigt und damit unsere 
Ansicht neuerlich sichergestellt ist. 

Wir hatten weiter gehofft, das Phenylketol wiirde infolge 
seiner Beschwerung mit der Phenylgruppe nicht wie das biologisch 
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interessante Ketol 1m Organismus vollstiindig oxydiert bzw. um- 
gewandelt werden, sondern es wiirde der phenylierte Teil im Urin 
in Form von Phenylglyoxylsiure oder Mandelsiiure usw. erscheinen. 
Diese Erwartung hat sich leider nicht erfiillt. Wir haben eine groBe 
teilhe von Futterungsversuchen an Kaninchen gemacht und ins- 
gesamt 20 g des Ketols verfiittert. Die Tiere vertrugen das Ketol 
anstandslos, allerdings gaben wir nie mehr als etwa 1 g auf einmal, 
da das Ketol in Wasser schwer léslich ist. Es wurde im Harn auf 
das sorgfiltigste nach den genannten Siuren gesucht. Phenyl- 
glyoxylsdure hiitte sich z. B. schon in Spuren durch die Thiophen- 
benzol-Schwefelsiiurereaktion bemerkbar machen sollen. Das Re- 
sultat war absolut negativ. [Ebensowenig lieB sich eine irgendwie 
bemerkbare Zunahme der Glycuronséureausscheidung feststellen. 
Es macht den Eindruck, als werde der gréBte Teil des Ketols voll- 
stindig verbrannt. Ein gewisser Teil wird wohl als Hippursiure 
ausgeschieden. Wir haben keine Bilanzversuche diesbeziiglich ge- 
macht, lediglich geben wir eine rohe Kalkulation wieder: 

Normalerweise diirfte ein ausgewachsenes Kaninchen, be- 
sonders bei Haferkost, wie wir sie gaben, nicht mehr als héchstens 
0,08 g Hippursiure im 24-Stunden-Harn ausscheiden.*) Gwei Tiere, 
die viermal hintereinander pro Tag je 1 g Ketol mit der Schlund- 
sonde erhalten hatten, schieden in den, den Versuchstagen ent- 
sprechenden, vereinigten Harnen insgesamt 2,3 g Hippursiaure aus. 
Nach obigem wiirden 2 Normaltiere insgesamt 0,64 g¢ in der- 
selben Zeit ausscheiden. 8 g des Ketols kénnten, wenn sie quanti- 
tativ in Hippursiure tibergehen, rund gerade dieselbe Menge, 8 g 
Hippursiéure liefern. Phenacetursaure lieB sich in keinem Versuch 
auffinden. 

Experimenteller Teil. 
Darstellung des Phenylketols, 
C,H,CO-CHOH-CH,-CO-CH,. 

Seinerzeit hatten wir bei Darstellung des Ketols CH,:CO> 
CHOH:-CH,:CO-CH, die Acetessigsiure zweckmibig in Form ihres 
Bariumsalzes in Anwendung gebracht. Im vorliegenden Falle kann 
man einfach das Natriumsalz benutzen, da sich das Phenylketol 
als feste, in Wasser unldsliche Substanz, leicht aus der Reaktions- 
flissigkeit isolieren 1]aBt. 

Wir verseifen demnach die in Anwendung kommende Menge 
Acetessigester mit n/1-Natronlauge (2°/, UberschuB) durch 6- bis 
(stiindiges Stehenlassen bei Zimmertemperatur. Darauf wird mit 
Salzséure bis knapp vor den Neutralisationspunkt zuriickneutrali- 
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siert und die berechnete Menge Phenylglyoxal, in der 40fachen 
Wassermenge geldést, zugegeben. Das Phenylglyoxal wurde nach 
der kiirzlich von uns beschriebenen Methode hergestellt.®) Nach 
kurzer Zeit schon ]éBt sich feststellen, daB die Flissigkeit Fehling- 
lésung reduziert. Nach 1—1}!/,tagigem Stehen séuert man mit 
Salzsiure an und erwarmt gelinde unter Durchleiten von Luft, 
um die Kohlensiéure auszutreiben, die sich aus dem Intermediar- 
produkt 
CO-CH, 
C,H,CO-CHOH.CH~ 
COOH 

abspaltet. 

Nach abermaliger Neutralisation wird im Vakuum eingeengt, 
wobei bei hinreichender Konzentration das Ketol auszukrystalli- 
sieren beginnt. 

Das fast reine Rohprodukt léBt sich durch Umkrystallisieren 
aus Wasser reinigen und scheidet sich in einem Haufwerk von 
Nadelchen ab. Ausbeute 55°/,. Alkohol, Ather, Aceton nehmen 
es leicht auf. Es schmilzt bei 59—60° ( Mikroschmelzpunkt).*) 

Die Elementaranalyse erfordert ein sehr vorsichtiges Verbrennen. Wir 
erhielten anfangs immer zu niedrige Werte fiir Kohlenstoff. 

0,2834 g Substanz gaben 0,7115 g CO,, 0,1551 g H,0. 

C,,H,,0, Gef. C 68,479,  H 6,12%/, 
Ber. 68,75 6,25. 

Die Légalsche Ketonprobe (Nitroprussidnatrium) tritt mit 
typischer Rotviolettfarbung ein. In konzentrierter Schwefelsiure 
firbt sich das Ketol tiefrot. Zusatz von Eisenchlorid zu einer 
alkoholischen Lésung des Ketols gibt keine Rotfarbung, dagegen 
tritt diese nach lingerem Stehen, schnell beim Erwarmen ein. 
Diese schon beim Methylketol beschriebene Krscheinung erklart 
sich, wie wir jetzt feststellten, dadurch, dab die Ketole zuerst 
durch das Eisenoxydsalz zu den entsprechenden Triketonen, in 
diesem Falle also zu CgH;CO-CO-CH,:CO-CH, oxydiert werden 
(siehe am SchluB) und diese dann als 1,3-Diketone die bekannte 
Kisenchloridreaktion geben. Es laiBt sich das auch leicht dadurch 
konstatieren, daB, sowie die Rotfarbung auftritt, das entstandene 
Kisenoxydulsalz durch die Blauférbung mit Ferricyankalium nach- 
zuweisen ist. Die Phenylhydrazin- und p-Nitrophenylhydrazin- 
derivate sind ebenso wie diejenigen des Methylketols schwer rein 

*) Wir méchten bei dieser Gelegenheit die Fachgenossen auf den Mikro- 
schmelzpunktapparat von Kofler®) aufmerksam machen, der eine grofie 
Reihe hervorragender Vorteile bietet und sich ausgezeichnet bewahrt. 
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darzustellende Verbindungen. Wir werden sie im Zusammenhang 
mit anderen Derivaten des Ketols spaiter beschreiben. 


Oxydation des Phenylketols. 

Wie oben erwihnt, liefert das Ketol bei der Oxydation mit 
alkalischer Permanganatlésung Brenztraubensiure und Pheny]- 
glyoxylsiure. 1 Mol. des Ketols (192) benédtigt zur Oxydation 
4 Atome Sauerstoff. Demnach suspendierten wir z. B. 5 g Ketol 
(feinst gepulvert) in 200 cem Wasser und lieBen unter guter His- 
kihlung und Rithren dazu langsam eine Lésung von 11 g Per- 
manganat und 4,5 g Kaliumhydrat in 350 ccm Wasser zutropfen. 
Der Manganschlamm wurde abzentrifugiert, die abgegossene 
Fliissigkeit neutralisiert und eingeengt. Beim Anséuern mit 
Schwefelsiure schieden sich 2 g Benzoesiure ab, die als weiteres 
Oxydationsprodukt der Phenylglyoxylsaiure oder als Nebenprodukt 
entstanden sind. Das 100 ccm betragende Filtrat extrahierten wir 
im Extraktionsapparat 8 Stunden mit Ather. Der Ather hinter- 
lieB 3,2 g Rickstand, der zum Teil aus Essigsiiure bestand (eben- 
falls ein Nebenprodukt bzw. weiteres Oxydationsprodukt). Er gab 
deutlich die Reaktion der Phenylglyoxylsdure mit Thiophenbenzol- 
Schwefelsiure. Er wurde, nach Filtration von einer weiteren 
minimalen Menge von Benzoesiure, mit einer essigsauren Loésung 
von p-Nitrophenylhydrazin versetzt, wobei ein halbkrystalliner 
Niederschlag ausfiel. Wir zogen diesen wiederholt mit verdiimnter 
Natriumearbonatlésung unter jedesmaligem Zentrifugieren aus. 
0.15 g blieben ungelést zuriick. Beim Anséuern des alkalischen 
Auszuges fielen 1,8 g¢ Hydrazongemisch aus. Durch Ausziehen 
mit Ather l4Bt sich dasselbe trennen. Der dtherldsliche Teil, der 
zur Analyse aus 50°/,iger Essigséure umkrystallisiert wurde, schmolz 
hei 158° und stellt das p-Nitrophenylhydrazon der Phenylglyoxyl- 
sdure dar.*) 


*) Das p-Nitrophenylhydrazon der Phenylglyoxylsdure ist, soweit wir 
‘in der Literatur sehen konnten, bisher noch nicht beschrieben worden. Pheny]- 
glyoxylsiure laBt sich in guter Ausbeute aus Mandelséure durch Oxydation 
mit alkalischer Permanganatlésung gewinnen und liefert glatt das entsprechende 
Hydrazon beim Zusammenbringen mit p-Nitrophenylhydrazin in essigsaurer 
Lisung. Es ist leicht léslich in Ather und Essigester, etwas schwerer in 
Alkohol und wird am besten aus 50°/,iger Essigsiure in Form hellgelber Nadel- 
chen vom Schmelzp. 158° erhalten (also nahezu dem Schmelzpunkt des 
p-Nitrophenylhydrazins, 157°). 

Bei der Verbrennung erhielten wir aus 

3,733 mg Substanz 0,489 ccm N (714 mm, 16,5°). 

C,4H,,N,0, Gef. 14,51°/, N Ber. 14,74°/) N. 
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2,932 mg angewandte Substanz gaben 0,398 ccm N (711 mm, 16°). 
C,,H,,N,0O, Gef. 14,629/, N Ser, 14,74°/,. 
Der iitherunlésliche Anteil schmolz nach Reinigen aus ver- 
diimntem Methylalkohol bei 219°, dem Schmelzpunkt des p-Ni- 
trophenylhydrazons der Brenztraubensiure. 


3,296 mg angewandte Substanz gaben 0,572 cem N (708 mm, 17°). 
C,H,N,0, Gef. 19,03°/, N Ber. 18,85°/, N. 


Das Triketon. 
C,H;-CO-CO-CH,.CO-CH,. 

Bei Versuchen, ein giinstigeres Oxydationsmittel fiir einen 
glatteren Zerfall der Ketole, hier des Phenylketols, zu finden, 
untersuchten wir auch das Verhalten des Ketols zu Kupferacetat. 
Digeriert man wibrig-alkoholische Lésungen des Phenylketols bei 
etwa 50° mit Kupferacetat, so scheidet sich Kupferoxydul ab, 
cleichzeitig aber tritt ein graugriiner, krystallinischer Nieder- 
schlag eine® Kupfersalzes auf. Dieses Salz laBt sich gut aus Alkoho! 
umkrystallisieren. In Chloroform ist es, wie die- Kupfersalze aller 
1 —3-Diketone, leicht léslich. Es schmilzt bei 206°. Etwas unter- 
halb sublimiert es in Nadeln unzersetzt. Es hat die Zusammen- 
setzung 

C,H;CO-CO-CH-CO-CH, 
peu 
C,H;CO-CO-.CH-CO-CH, 

0,1148 ¢ gaben beim Veraschen 0,020 ¢ CuO. 

(C,,H,O,),>Cu Gef. 13,929/, Cu Ber. 14,49/, Cu. 

Suspendiert man das Salz in 30°/jiger Schwefelséure uni 
schiittelt mit Ather durch, so geht das Triketon mit typisch gelber 
Farbe in den Ather iiber, der es zunichst als gelbes Ol hinter- 
liBt. Dieses gibt in alkoholischer Losung die tiefrote Eisenchlorid- 
reaktion, es liefert ein Chinoxalinderivat mit o-Phenylendiamin, 
reagiert mit Hydrazinen und Hydroxylamin und hat stark sauren 
Charakter, da es auch Natriumearbonat und Calciumcarbona' 
unter Kohlensiureentwicklung zersetzt. 

Ganz analog geht auch das friihere Methylketol durch Oxy- 
dation mit Kupferacetat in das entsprechende Triketon wber. 
Sein Kupfersalz sublimiert im Mikroschmelzpunktapparat bei 190" 
und zersetzt sich bei 223°. 

Diese Triketone werden zur Zeit im Institut chemisch ¢e- 
nauer bearbeitet. Wir berichten dariiber an anderer Stelle. 
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Oxydation von Acetylaceton. 

Wir bemerken, da®B wir keinen Wert darauf legten, Bedin- 
gungen ausfindig zu machen, die fiir die Entstehung von Brenz- 
traubensiure besonders giinstig waren. Pro Mol. Acetylaceton (100) 
kam eime 8 Atomen Sauerstoff entsprechende Menge Permanganat 
in Anwendung. Demnach wurden 5g des Ketons mit 200 cem 
Wasser versetzt und dazu sehr langsam eine Lésung von 15,8 g 
Permanganat plus 6,5 ¢ Kaliumhydroxyd in 850 cem Wasser zu- 
getropft. Die Temperatur stieg nie héher als héchstens bis —5. 
Das Filtrat vom Manganschlamm wurde dann zur Hilfte ein- 
geengt und dazu eine Loésung von p-Nitrophenylhydrazin in 
J0°/jiger Hssigsiure zugesetzt. Die Fliissigkeit triibt sich sofort 
und nach einigem Stehen scheidet sich das p-Nitrophenylhydrazon 
der Brenztraubensiure ab. Rund 2,5 ¢ Rohprodukt. Zur Ver- 
brennung wurde aus verdiinntem Methylalkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 219°. 

3,320 mg Substanz gaben 0,573 com N (716 mm, 21°). 

C,H,N,O, Gef. 18,88°/, N Ber. 18,85°/, N. 
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Taraxanthin, ein neues Xanthophyll mit 4 Sauerstoffatomen. 
Von 
Richard Kuhn und Edgar Lederer. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir Medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1931.) 


Das aus gelben Stiefmiitterchen isolierte Violaxanthin, 
CyoH5.0,), ist nach dem Absorptionsspektrum und nach der 
charakteristischen Blaufirbung, die seine atherische Lésung mit 
25°/jiger Salzsiure gibt, neben anderen Xanthophyllen in den 
grinen Blittern?) und zahlreichen gelben Bliiten nachzuweisen.*) 
Zu diesen gehéren auch die Bliiten des Loéwenzahns (Taraxacum 
officinale), in denen C. A. Schunck*) Xanthophyll B (mach 
M. T'swett Xanthophyll « und «”’) und L. 8. Palmer®) Carotin 
in iiberwiegender Menge neben mindestens 3 Xanthophyllkompo- 
nenten spektroskopisch nachgewiesen haben. P. Karrer und 
H. Salomon®) isolierten aus 100000 Bliten 0,2 g eines Xantho- 
phylls, CyoH;,0., vom Schmelzp. 176° (unkorr.) und [a]Z.° = 
+-1679 (Chloroform). Die nicht ,krystallisierenden Mutterlaugen 
enthielten noch viel Farbstoff, der aber dasselbe Absorptions- 
spektrum zeigte. 

Unsere Versuche zur Isolierung des Violaxanthins aus Loéwen- 
zahn haben zur Auffindung eines neuen Farbstoffes Cyy>H;,0, ge- 
fuhrt, fiir den wir den Namen Taraxanthin‘) vorschlagen. Die 
von uns verarbeiteten Bliiten enthalten diesen Farbstoff, der an 
Fettsiiuren gebunden ist, in wiberwiegender Menge (etwa 60°),). 


1) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 
2) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 
3) Es handelt sich offenbar um den von M. Tswett als B-Xanthophy!! 
bezeichneten Farbstoff. 
4) Proc. Roy. Soc. 72, 165 (1903). 
5) Carotinoids and related pigments. New York 1922, 8. 70. 
®) Helvet. chim. Acta 13, 1063 (1930). 
‘) Taraxaxanthin ware richtiger, aber weniger bequem. 
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In geringerer Menge (etwa 40°/5) ist ein anderes Farbwachs vor- 
handen, aus dem durch Verseifung das von P. Karrer und 
H. Salomon allein erhaltene Xanthophyll C,)H;,0. hervorgeht, 
das wir im Schmelzpunkt und Drehungsvermégen mit Lutein!) 
iibereinstimmend finden. Eine dritte, noch nicht krystallisiert 
erhaltene Komponente, die nur in geringer Menge vorhanden ist, 
scheint Violaxanthin in verestertem Zustande darzustellen. 

Die Trennung der freien Xanthophylle lieB sich durch Kry- 
stallisation nicht erreichen. Sie gelang nach dem Vorbilde der 
chromatographischen Analyse von M. T'swett?) durch fraktionierte 
Adsorption an Calciumcarbonat. Dabei wird das Taraxanthin in 
der oberen Schicht festgehalten, wihrend das Lutein in die tieferen 
Schichten wandert. Durch Kluieren, Wiederholung der Adsorption 
und anschlieBende Krystallisation aus Methanol wurde der neue 
Farbstoff in gut ausgebildeten, abgeschrigten schmalen Prismen 
vom Schmelzp. 184—185° (korr.) erhalten. Taraxanthin stimmt 
im Absorptionsspektrum mit Violaxanthin sehr nahe iiberein und 
cibt wie dieses bei der Klementaranalyse auf C4 )H;.0, stimmende 
Werte. Beide Farbstoffe sind im Loéslichkeits- und Adsorptions- 
verhalten sehr éhnlich, ebenso ist die Farbe der Praéparate kaum 
zu unterscheiden. Wesentliche Unterschiede bestehen jedoch im 
Schmelzpunkt, im Drehungsvermégen und in der Farbreaktion 
mit 25°/jiger Salzsiure, die beim Taraxanthin vollig ausbleibt. 











. Schmelzp. [o]25 25°/, | Schwerpunkte der Ab- 
Farbetomt (korr., Berl) Wiskgeater HC! sorptionsband. in CS, 
Taraxanthin 184—185° + 200° — 501 469,0 441 
Violaxanthin 199—199,5° +. 35° blau 500.5 469,0 440 














Bei der katalytischen Hydrierung, die EK. F. Moéller aus- 
cefiihrt hat, nahm Taraxanthin 10,65 + 0,2 Mole Wasserstoff auf. 
H. Roth fand bei der Analyse nach Th. Zerewitinoff 3,25 aktive 
I{-Atome. 

Die Isomerie von Taraxanthin und Violaxanthin ist offenbar 
von anderer Art als die von Lutein und Zeaxanthin. Die letzteren 
‘ind in ihren Absorptionsspektren deutlich verschieden, wonach 
das System konjugierter Doppelbindungen Unterschiede auf- 
weisen diirfte. Die beiden Xanthophylle mit 4 Sauerstoffatomen 


‘) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, a. a. O. 
*) Die Chromophylle in der Pflanzen- und Tierwelt. Warschau 1910. 
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zeigen dagegen nahezu tbereimstimmende Absorptionsspektren, so 
dafi sie sich vermutlich nur durch die Stellung der Hydroxy!- 
cruppen unterscheiden. Eine verschiedene Stellung der Hydr- 
oxvle wiirde die Unterschiede im Drehungsvermdégen  erklaren 
und das abweichende Verhalten gegen Salzsiure verstandlich 
machen konnen. Die blaue Farbreaktion des Violaxanthins ist 
namlich an die Gegenwart freier Hydroxyle gekniipft, da die Ester 
des Farbstoffes die Reaktion nicht geben.?) 

Es ist mit der Méghichkeit zu rechnen, daB auch unter den 
Xanthophyllen Cy >H;,0, Farbstoffe von praktisch wbereinstim- 
mendem Spektrum, aber verschiedenem Drehungsvermégen vor- 
kommen, die sich bei gleichartigem System der konjugierten Doppel- 
bindungen durch die Stellung der Hydroxylgruppen  unter- 
scheiden. Die bisherigen Untersuchungen wber Xanthophylle 
Cy oliz,0. haben jedoch das Vorlegen einer solchen Isomerie noch 
in keinem Falle mit Sicherheit erwiesen.?) Ein Farbstoff der 
Carotinreihe kann, auch wenn er wiederholt umkrystallisiert 
wurde, erst dann als einheitlich gelten, wenn er sich bei der chro- 
matographischen Analyse bei Anwendung verschiedener Losungs- 
mittel und Adsorbenzien nicht mehr differenzieren ]aBt. 

Die praparative Trennung und Isolierung von Carotinoiden 
durch Adsorption haben wir zuerst an zwei isomeren Xanthophyllen 
(Zerlegung des [idotterfarbstoffes in Lutein und Zeaxanthin)?), 
dann an zwei isomeren Kohlenwasserstoffen (Zerlegung des Mohr- 
riibenfarbstoffes in g«- und /f-Carotin)*) ausgefiihrt. Die vor- 
liegende Untersuchung bietet ein Beispiel fiir die Anwendbarkeit 
der Methode zur Trennung von Xanthophyllen mit 2 und 4 O- 
Atomen. 

Beschreibung der Versuche. 
Isolierung des Xanthophyligemisches. 

15000 Léwenzahnbliiten ohne Keleche wurden bei 45° ge- 
trocknet und fein gemahlen (850 g). Die Xanthophyllester extra- 
hierten wir mit einem Gemisch von 2 Liter Aceton und 2 Liter 
Petrolither (Siedep. 830—50°) unter CO, bei Zimmertemperatur 
(3 Tage). Der Riickstand wurde mit Petrolather-Aceton gewaschen 


.. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 

\. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 
t. Kuhnu. E. Lederer, Naturw. 19, 306 (1931); Ber. chem. Ges. 4, 
} 
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und das Filtrat durch Zusatz von Wasser entmischt, wobei aller 
arbstoff in die obere Schicht ging. Die Petrolatherschicht wurde 
durch Schiitteln mit Wasser vom Aceton weitgehend befreit, dann 
mit 90°/jigem Methanol durchgeschittelt, das nur wenig Farb- 
stoff aufnahm. Die Petrolatherlésung versetzten wir zur Ver- 
} seifung mit 100 cem 5°/piger alkoholischer Kalilauge und 200 cem 
absol. Alkohol und schiittelten 4 Stunden bei Zimmertemperatur. 
Bei der anschheSenden Entmischung durch Wasser ging ein Teil 
der Farbstoffe in die alkoholische Schicht. Der Rest wurde durch 
Wiederholung der Verseifung (14 Stunden) in freies Xanthophyll 
verwandelt. 

Die erste alkoholische Losung wurde mit Benzin (Siedep. 70 
bis 80°) wiberschichtet und durch Zusatz von Wasser der Farb- 
stoff zusammen mit viel farblosen Begleitern gefillt.. Durch 
Krystallisation aus Methanol heB sich ein Teil der Begleitstoffe 
entfernen. Der in der Mutterlauge enthaltene Farbstoff wurde 
nach Uberschichten mit Benzin durch Wasser erneut in der 
Grenzschicht ausgefallt. Bei der Behandlung mit Aceton blieb 
die Hauptmenge der Begleitstoffe ungeldst. Die Acetonlosung 
wurde verdampft, der Farbstoff zwischen Methanol—Petrolather 
entmischt, ausgefallt und aus Ather—Methanol umkrystallisiert. 
\Wir erhielten 10 mg glitzernde Prismen vom Schmelzp. 179 bis 
180° (korr.). Schwerpunkte der Absorptionsbanden in Schwefel- 
kohlenstoff: 504, 472 mu. 

Die zweite alkoholische Lésung, die aus der Nachverseifung 
‘tammte, war viel armer an Begleitstoffen. Sie heferte nach 
Uberschichten mit Benzin auf Zusatz von Wasser 250 mg Xantho- 
phvll. Bei der Krystallisation aus Methanol schieden sich 80 mg 
rarbstoff vom Schmelzp. 181—182,5° (korr.) aus (Banden in 
CS: 508, 473 mu). Aus der Mutterlauge wurden weitere 155 mg 
kupfrig glanzender, sehr feiner Prismen vom Schmelzp. 184—185° 
crhalten (Banden in C§$,: 503, 471 my). Die Gesamtausbeute an 
krystallisiertem Xanthophyll (245 mg) ist etwa 8 mal groBer als 
die von P. Karrer und H. Salomon erhaltene. 

Die Hauptfraktion des Xanthophyllgemisches zeigte in [ssig- 
esters [a]@5 = (+0,55° x 100) : (0,158 x 2) =-+172° und gab bei der 
“lementaranalyse zwischen C4yH;,0. und C49H;,0, liegende Werte. 





3,821 mg Substanz gaben 11,50 mg CO,, 3,34 mg H,0. 
CygHs.0- Ber. C 84,44 H 9,93 
CyoH 5604 Ber. ,, 79,94 » 9,40 
Gef. ,, 82,08 9 B48. 
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Die Salzsiiurereaktion auf Violaxanthin fiel mit den besten 
KXrystallisationen nur schwach, mit den Mutterlaugen starker aus. 


Zerlegung des Xanthophyllgemisches in Taraxanthin und Lutein. 

Bei der Adsorption aus Benzin an Calciumearbonat!) erwies 
sich der krystallisierte Loéwenzahnfarbstoff nicht als eimbheitlich. 
Wir erhielten im Chromatogramm eine oberste Schicht, die in 
Cs, bei 501,5, 471 mu absorbierte, wiihrend die Banden der untersten 
Schicht in CS, bei 508, 475 my lagen. 

Zur priparativen Trennung wurden je 40 mg Farbstoff in 
25 cem Benzol und 75 cem Benzin gelést und durch eine Saéule 
von Calciumearbonat (Durchmesser 10 cm, Hohe 15 em) gesaugt. 
Ks wurde mit 2 Liter Lésungsmittelgemisch nachgewaschen und 
die 10 em tiefe Farbschicht in 5 Zonen zerlegt, die nach dem 
Iluieren mit Methanol in der Reihenfolge von oben nach unten 
foleende Banden (in CS,) zeigten: 

I: 502, 472; Il: 502, 469; III: 504, 471; IV: 507, 474; 
V: 508, 475. 

Der Farbstoff der Zonen I und II wurde vereinigt und unter 
Benzin durch Wasser ausgefallt. Nach dem Trocknen wurde in 
25 cem Benzol und 75 cem Benzin gelést und die Adsorption 
an Calciumearbonat in der beschriebenen Weise wiederholt. Dabe: 
wurden folgende Zonen erhalten: 

I: 501, 474; II: 501,5, 470; Til: 501,5, 469; IV: 501, 469: 
V: 500,5, 468. 

Daraus ergibt sich, daB schon durch die erste Adsorption prak- 
tisch alles Lutein entfernt war. In der Farbzone I ist ein Farb- 
stoff enthalten, der leichter adsorbierbar und leichter léslich ist al- 
Taraxanthin und die zweite Absorptionsbande nach dem Lang- 
welligen verschiebt. Beim Umkrystallisieren aus Methanol reicher' 


sich dieser Farbstoff in der Mutterlauge des Taraxanthins an, div 
folgende Absorptionsbanden in CS, zeigte: (501), 476, 448, (427) mv. 

Der Farbstoff der Zonen I[—V der zweiten Adsorption wurde 
mit Methanol eluiert und unter Benzin mit Wasser ausgefallr. 
Nach dem Umkrystallisieren aus Methanol wurde das Taraxanthin 
linzenden abgeschrigten, feinen Prismen vor 
185,5° (korr., Berl) erhalten. Die Ausbeute be- 


in kupfrig g 
Schmelzp. 184,5 
trug 40 mg aus 200 mg krystallisiertem Nanthophyllgemisch. Zu: 





1) Zur Methodik vgl. R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, 
a.a. O., 8. 1588. 
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Prifung auf Kinheitlichkeit wurde 1 mg Taraxanthin in 2 cem 


Benzol-Benzin, 1:3, gelést und an Calciumearbonat adsorbiert. 


Die spektroskopische Priifung der erhaltenen Farbzonen ergab: 


I: 500, 478 I]: 501, 468,5 III: 501,5 468 IV: 501, 468.5 
V: SUL, 468,5. 
Da die erste Farbzone nur sehr wenig Farbstoff entluelt, 


kann das Préparat als einheitlich angesprochen werden. 
Fir die Klementaranalyse dienten ‘Taraxanthinpriiparate aus 


verschiedenen Adsorptionsversuchen, die im Hochyvakuum iiber 
Chlorealcium getrocknet waren. 
3,827 mg Substanz gaben 11,17 mg CO,, 3,325 mg H,O. 
3,621 mg ” ” 10,59 mg CO,, 3,1L mg H,0. 
ae mg ™ m 6,74 mg CO,, 2,00 mg H,0. 
'y9H;,0, Ber. C 79,94°/, H 9,40°/, 
Gef. ., 79,60, 79,76, 79,599/, ., 9,71, 9,61, 9,69°/, 


12,295 mg Substanz gaben bei 27° und bei 90° 1,49 com Methan (korr.). 


3,25 aktive H-Atome. 
Das Drehungsvermégen dieser Priparate in Essigester betrug fiir die 
rote Cadmiumlinie es m fA) 


(ief. 


























[x]a2 = (+-0,50° x 100): (0,12 * 2) 208°, 
[«]i4 = ) -0,51° < 100): (0,128 » 2) —- 4+-200°, 
[o]2.2 = (4-0,60° x 100): (0,15 ~ 2) = 4200°. 
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Herr A. Smakula hatte die Freundlichkeit, das Absorptions- 
svektrum des Taraxanthins in der bereits mitgeteilten Weise! 


ee 


1) R. Smakula, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, 


Diese Z. 197, 161 (1931). 
CC. S 


Kuhn u. A. 


physiol. Chemie. 
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lichtelektrisch zu photometrieren. Die in der Figur dargestellte 
Absorptionskurve fallt mit derjenigen des Violaxanthins fast 
zusammen. 

Die Farbzonen IV und V von den ersten Adsorptionen, die 
das Absorptionsspektrum des Luteins zeigten, wurden mit Methanol 
eluiert und der Farbstoff unter Benzin mit Wasser ausgefallt. 
Nach zweimaliger Krystallisation aus Methanol-Ather lagen 20 mg 
Lutein vom Schmelzp. 190—191° (korr.) vor. Das Absorptions- 
spektrum: 508, 475 mu (in CS.) war mit dem von Lutein aus 
Tagetes identisch, ebenso das Drehungsvermégen, fiir das wir 
Lajeg == (+0,29° x 100): (0,10 x 2) = +145° (Essigester) fanden. 
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Uber die Spaltung des Arcains durch Mikroorganismen. 
Von 


| Friedrich Linneweh. 


) i (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wurzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Juli 1931.) 


Das vor kurzem in der Archenmuschel (Area Noae) aufgefundene 
Arcain (1) hat sich als 1,4-Diguanido-n-butan (2) erwiesen. 

Kine soleche Substanz mit 2 Guanidinkernen im Molekiil 
ist bisher ohne Analogie in der belebten Natur. Dieser Korper, 
den bereits A. Kiesel (8) synthetisch dargestellt hat, laBt sich, 
wie derselbe Autor feststellte (4), mit einem Arginasepriiparat aus 
Aspergillus niger in Agmatin und Harnstoff zerlegen. Diese beiden 
Spaltungsprodukte wurden auch bei der EKinwirkung von Baryt (2) 
auf T'etramethylendiguanidin erhalten. 

Ich habe nun die EKinwirkung von Saprophyten auf Arcain 
untersucht. Es wurde absichtlich eine Mischkultur zur fermen- 
tativen Spaltung verwendet, weil hierbe1 die Wahrscheinlichkeit, 
zu biologischen Spaltungsprodukten zu kommen, groBer erschien, 
als ber Reinkulturen. 

Ys ergab sich bisher eine Aufspaltung des Arcains in Putrescin, 
das ich in einer Ausbeute von 41°/) erhielt, und in Harnstoff, der 
ur in sehr geringer Menge (16 mg Nitrat aus 6,65 g Arcainsulfat) 
vefunden und analysiert wurde. 

Die Entstehung des Putrescins kann so erklirt werden, dah 
nan die gleichzeitige Abspaltung von 2 Harnstoffmolekiilen unter 
Aufnahme von 2 Molekiilen Wasser annimmt (I.). Zweitens kann 
man sich vorstellen, daB nur 1 Molekiil Wasser aufgenommen 
wird und durch Spaltung Agmatin (und Harnstoff) entsteht. Durch 
\ufnahme eines zweiten Molekiils Wasser und Spaltung bekommt 
man dann Putrescin (und Harnstoff) (11.). 

I. H,NC(—NH)NH(CH,),NH(NH=)CNH, + 2H,0 

— 2CO(NH,), + H,N(CH,),NH,, 


Ll. 1,NC(—NH)NH(CH,),NH(NH=)CNH, -+ H,O = CO(NH,), 
4 H,N(CH,),NHC(=NH)NH,  H,N(CH,),NHC(—=NH)NH, 
+ H,O = CO(NH,), + H)N(CH,),N HQ. 
%* 














Friedrich Linneweh, 


Dieser zweite Wee wire bewiesen, wenn es noch gelingen 
sollte, auch Agmatin als Spaltungszwischenprodukt beim = bak- 
teriellen Abbau des Areains zu gewinnen. Daf Agmatin bei der 
Kinwirkung von Saprophyten Putrescin bildet, ist bereits 1024 
im hiesigen Institut von Reinwein und Kochinki (5) fest- 
cvestellt worden, 

SchlieBlich muB noch eine dritte Moglichkeit des Abbaues 
in Betracht gezogen werden. Da sich niimlich ber der fermenta- 
tiven Spaltung des Kreatinins (6) durch hydrolytische Abspaltung 
der Iminogruppe des Guanidinkernes zuerst ein Ureid (Methyl- 
hvdantoin) bildet, so kénnten aus Areain Mono- bzw. Diureido- 
derivate entstehen. 


Experimenteller Teil. 

6.65 Areainsulfat, 2g Pepton Witte und 6 ¢ Traubenzucker 
werden in 1000 cem Wasser gelést. Dieser Lésung werden einige 
Tropfen Natriumphosphat- und Magnesiumsulfatlésung und so viel 
Soda hinzugesetzt, daB ein pa von 10,5 (entspricht emer n/100- 
Na,CQO,-Lésung) micht whberschritten wird. Sie wird mit emer 
Mischkultur aus Pankreasfiiulnis geimpft und in den Brutschrank 
37—40° C) gestellt.. Die in den ersten Tagen eintretende Séueruny 
wird immer wieder bis zu der oben angegebenen Sodakonzen- 
tration zuriiekgedrianet. 

Ui den Abbau des Areains zu verfolgen, werden Ofters filtrierte 
Proben der Faulnisfliissigkeit mit wifriger Pikrinsiure gefallt. In 
der ersten Zeit beobachtete ich keine deutliche Abnahme der Meng: 
des staubfeinen Areainpikrates. Nach 14 Tagen wurde die Faéulnis- 
fliissigkeit noch einmal mit einer frischen Mischkultur geimpft. 
Nach weiteren 8 Tagen beobachtete ich dann, daB jetzt viel meln 
wibrige Pikrinsiiure zur Ausfallung notig war, der Niederschla: 
in groBeren Krystallen ausfiel und viel geringer war. 

Nach insgesamt 25 Tagen wurde die Fliissigkeit durch Kiesel- 
cur filtriert und mit Schwefelséure bis zur schwach lackmussaure 
Reaktion gebracht. Nachdem sie auf etwa den vierten Teil em- 
seengt war, fallte ich bei Gegenwart von 5°', Schwefelséiure mu’ 
Phosphorwolframséure quantitativ aus. 


Gewinnung des Putrescins. 


\us dem mit 5° siger Schwefelséiure gewaschenen Nied 
-chlag gewann ich durch Schiitteln mit Barytpulver bei Zimmer- 
temperatur und nachfolgender Ausfallung des twhberschiissigen 
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baryts mut Kohlensaiure die Carbonate. Diese Loésung siiuerte 
ich mut Schwefelsiiure schwach an und engte sie im Vakuum ein. 
Nach Abtrennung einer kleinen Menge anorganischen Sulfates 
faillte ich mit 470 cem kalt gesittigter Pikrinsiure vollig aus. Das 
Pikrat wog 5,5 g. Hieraus wurden das Sulfat, Chlorid und Chlor- 
aurat hergestellt. Sie erwiesen sich alle als Putreseinsalze. 


Sulfat: 


26,447 my Substanz gaben 25,2 mg CO, und 17,4 my H,O [ Best. nach 
ter Meulen*)]. 


C,H,.N,: H,SO, Ber. © 25,81°/, H 7,53°/, 
Gef. ,, 25,99,, Pao 


Chlorid: 
5,100 mg Substanz gaben 0,7644 cem Ny, (751 mm, 21°). 
C,H,,N, 2 HCI Ber. N 17,4 °/, 
Cef, 17,20 ,, 
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Chloraurat (getrocknet bei 180° im Vakuum): 
16,750 mg Substanz gaben 8,595 mg Au; 26,955 mg Substanz gaben 
878 com N, (752 mm, 23°). 
C,H,.N,;2HAuCl, Ber. Au 51,34°/, N 3,65°/9 


Gef. ,, 51,32,, me i) Be 


Gewinnung des Harnstoffes. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefalluug befreite ich 
durch Schiitteln mit Barytpulver bet Zimmertemperatur von 
Phosphorwolframsiiure und Schwefelséure. Das Filtrat wurde mit 
Schwefelsiure ganz schwach angeséuert und nach Beseitigung des 
ausgefallenen Bariumsulfats 1m Vakuum trocken gedampft. Jetzt 
extrahierte ich mit heiBem Alkohol. Auer Harnstoff ging in den 
A\lkohol eine seifenaihnliche Substanz, die bei erneutem <Auf- 
nehmen mit wenig kaltem Alkohol zuriickblieb. Das jetzt ge- 
wonnene Harnstoffnitrat enthielt noch Asche, wurde deshalb mit 
Bariumearbonatbrei verrieben. Nach nochmaliger Alkoholextrak- 
tion lieB sich der Harnstoff als analvsenreines Nitrat isolieren. 
[ch erhielt 16 ing. 


| *) Anmerkung. Die ,,Halbmikromethode* zur Kohlenstoff-Wasserstoff- 
hestimmung nach ter Meulen fiihrte ich mit der Abanderung durch, daB8 


ich die Bleisuperoxydrohrfiillung mit der Hohlgranate nach F. Pregl] erhitzte. 


Diese Ahanderung macht die Apparatur nicht wesentlich konaplizierter und 
jietet in Hinblick auf die Untersuchung von J. Lindner (7) eine gréBere 
Sicherheit vor allem bei der H-Bestimmung. 
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1.917 mg Substanz gaben 1,810 mg CO, und 1,84 mg H,O. 3,013 mg 
Substanz gaben 0,881 cem N, (759 mm, 24°). 
CH,ON,-HNO,; Ber. C 9,75°/, H 4,10°/, N 34,15°/, 
Gef. ,, 10,04,, +» S18, 9 B8j08 4, 
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Uber organische Chlorverbindungen in tierischen Geweben. 
Von 
Walter Hogartz. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, August 1930.) 


In verschiedenen kurzen Mitteilungen berichten Hanke und 
Donovan!), daB sie eine ,,standard method zur fraktiomierten 
iixtraktion von anorganischen und organischen Chloriden  ent- 
wickelt haben. Danach sind die organischen Chloride sehr leicht 
loslich in organischen Loésungsmitteln. Leider geben sie aber keine 
venauen Daten ihrer Extraktionsmethode an. Der Gehalt an orga- 
nischen Chloriden schwankt nach ihren Angaben zwischen 10 bis 
50°/, des Gesamtchlors in verschiedenen Geweben, so z. B. finden 








sie In 100 g trockenem Gewebe bei: 








Gesamtchlor Organisches Chlor 
in g in g 
Magenschleim- {Fundus . . 0,65—0,75 0,29—0,31 
haut Pylorus . . 0,50—0,65 0,18 —0,21 
oo es gk hg CR 0,45—0,55 0O,14—0,18 
a 0,30 —0,35 0,15—0,16 
a a ee re ee ee 0,90— 1,00 0,09 —0,13 


Sie nehmen an, dab die Chlorverbindungen Ester sind und 
durch Hydrolyse in die beiden Komponenten, also Alkohol und 
Siure gespalten werden. Die allgemeine Gleichung wiire dann: 

RCI] + H,O = HCI+ ROH. 

Bei der groBen Bedeutung, die der Nachweis organischer 
Chloride in der Magenschleimhaut haben wirde, habe ich auf 
Veranlassung von Herrn Professor Rosemann verschiedene Ge- 
webe auf atherlésliche Chlorverbindungen geprift. Zur Unter- 
suchung gelangten Magenschleimhaut, Leber und Niere. Die be- 
treffenden Gewebe wurden erst zerkleinert, dann bei 100—110° 
in ‘Trockenschrank getrocknet und der Wassergehalt bestimmt. 
Nach dem Trocknen wurde das Material noch feinst im Achat- 
morser gepulvert. Von dem so vorbereiteten Gewebe wurde dann 
zuerst eine Gesamtchlorbestimmung gemacht, und zwar wurde 
nach der Vorschrift von Rosemann?2) mit Soda vorsichtig ver- 
ischt, so daB die Temperatur nicht itiber 400—420° ging. Nach 


') J. of Physiol. 67, 11 (1926); 74, 25 (1927); Amer. J. Physiol. 90, 375 
(1929). 2) Pfliigers Arch, 135, 184 (1910). 
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der ersten Veraschung war das Filtrat meist noch gelb bis braun. 
Deshalb wurde die Lésung nochmals eingedampft und wieder 
verascht. Auch blieb auf dem Filter noch Kohlenstoff zuriick, 
der ebenfalls unter Zusatz von Soda verbrannt wurde. Diese Ope- 
ration wurde so lange wiederholt, bis die Filtrate ganz farblos 
waren und nur noch Spuren von Kohlenstoff zuriickblieben. Die 
Reste des Kohlenstoffs wurden dann mit hei®er Salpetersiiure aus- 
gewaschen und die Filtrate angesiiuert. Das Chlor wurde dann 
nach Volhard titriert. 

Kine weitere Probe wurde dann etwa 10—12 Stunden im 
Soxhletapparat mit Ather extrahiert. Der Extrakt war meist 
gelb bis braun mit einer schwachen ‘T'riibung, die aber durch 
Filtration nicht zu entfernen war. Der Ather wurde verdampft 
und der Riickstand dann ebenfalls mit Soda verascht. Auch in 
dem Riickstand aus der Kxtraktionshiilse wurde das Chlor be- 
stimmt. Hs ergab sich, daB der Atherextrakt nur minimale Spuren 
von Chlor enthielt, daB aber in der Extraktionshiilse der Chlor- 
vehalt mit dem Werte des Gesamtchlors iiberéinstimmte. Nun 
versuchte ich, auch feuchte Magenschleimhaut direkt mit Ather 
zu extrahieren, um festzustellen, ob dann Chlor im Extrakt naeli- 
zuweisen war, aber auch hier mit demselben negativen [rgebnis. 
Nachstehend habe ich die Versuchsergebnisse zusammengestellt. 





Riickstand-C]l 
in °/5 


HO 


in 9°, 


Atherlésliches C] 
in %/, 


Gesamt-Cl 
in °/, 
0,9554 (trocken) 
0,1911 (feucht) 


0,8973 (trocken) | 0,0092 (trocken) 80, | 


Magenschleim- }] 0,1795 (feucht) 








pean 
a 
| 





0,9452 (trocken) 
0,1891 (feucht) 


0,3278 (trocken) 





0,0096 (trocken) 


( 
0,0018 (feucht) 
( 
0,0019 (feucht) 


0,0007 (trocken) 





0,9397 (trocken) 
0,1879 (feucht) 


0,3258 (trocken) 





6Y,20 


Leber 0,1062 (feucht) 0,1058 (feucht) 
— 0,8260 (trocken) | 0,0007 (trocken) | 0,7987 (trocken) | 78,0 
ae 0,1652 (feucht) -- 0,1597 (feucht) 
Magenschleim- | 
haut feucht ex- 4] 0,2109 (feucht) | 0,0021 (feucht) | 0,2099 (feucht) | 78,72 
trahbiert | 


Aus vorstehenden Resultaten geht hervor, daB durch einfachie 


werden konnten. 


Atherextraktion organische Chlorverbindungen nicht festgestellt 
Es bleibt daher abzuwarten, ob Hanke und 
Donovan ihre Extraktionsmethode genauer ver6ffentlichen werden. 








